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Resumen: 
 
La resistencia natural (R) a ciertas enfermedades se refiere a la 
capacidad inherente del animal de resistir la enfermedad cuando queda expuesto 
al patógeno que la origina. Se sabe que un componente significativo del carácter 
R es heredable y, si bien la R es poligénica, se ha observado que hay genes 
individuales que tienen un efecto mayor sobre este carácter. El gen SLC11A1, 
Solute Carrier Protein 1 of 11 (inicialmente denominado NRAMP1 -Natural 
Resistance Associated Macrophage Protein 1-) es el mejor candidato en estudios 
de resistencia natural a infecciones por patógenos intracelulares.  
En las especies pecuarias, los polimorfismos mayormente estudiados se 
encuentran  en la región 3´ no codificante (3´ UTR) del gen SLC11A1 y están 
determinados por la existencia de dos microsatélites, cuyos alelos se definen por 
la cantidad de repeticiones cortas en tándem de un dinucleótido (guanina-timina), 
quedando los diferentes alelos establecidos por las longitudes de los 
microsatélites. En esas especies, los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1 se han asociado con R a Brucella abortus en bovinos y en bubalinos, a 
Brucella melitensis en caprinos, a Mycobacterium avium subsp paratuberculosis 
en bovinos y caprinos, y a M. bovis en bovinos. En la región 3´UTR del gen 
SLC11A1 bovino se han identificado dos microsatélites, llamados en el 
transcurso de este trabajo Ms1 (microsatélite 1, el más próximo a la región 
codificante) y Ms2  (microsatélite 2, el más lejano a la región codificante).  
El objetivo general de este trabajo fue evaluar el grado de asociación de 
los polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con 
la R a las infecciones bacterianas intracelulares que afectan a los bovinos.  
En primera instancia, se analizó la frecuencia de distribución de los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 en 
diversas razas puras de ganado bovino de las especies Bos taurus (razas 
Criolla, Angus, Hereford y Holando Argentina), Bos indicus (razas Brahman y 
Nelore) y razas cruzas B. taurus X B. indicus (Braford y Brangus). Se encontró 
una diferencia significativa en la distribución de los polimorfismos de la región 3´ 
UTR del gen SLC11A1 entre las especies bovinas y entre las razas índicas, las 
razas cruzas y las europeas. Coincidentemente, para ambos microsatélites, se 
encontró la mayor variabilidad alélica en las razas bovinas pertenecientes a la 
especie Bos indicus, una variabilidad intermedia en las razas resultantes de 
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cruzas, y la menor variabilidad se detectó en las razas Bos taurus. Como dato 
relevante de esta investigación, se detectaron dos nuevos alelos para el Ms1 de 
la región 3´ UTR del gen SLC11A1: los alelos 161 y 163, y una nueva variante 
para el Ms2 en Holando: el alelo 177. 
Posteriormente, se evaluó el grado de asociación entre los polimorfismos 
en los microsatélites de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la ausencia o 
presencia de infección natural (como indicadores del carácter de resistencia o 
susceptibilidad, respectivamente). Se llevaron a cabo estudios casos-controles 
en rodeos Bos taurus con alto riesgo de infección natural por brucelosis y 
tuberculosis. Los resultados indicaron falta de asociación (p>0,05) entre las 
variantes de ambos microsatélites de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la 
ausencia o presencia de infección natural por Brucella abortus y Mycobacterium 
bovis en los bovinos Bos taurus analizados. 
Como la capacidad de los fagocitos de restringir el crecimiento 
intracelular de B. abortus está relacionada con la resistencia a la infección, se 
planteó corroborar los resultados previos mediante un estudio in vitro. 
Lamentablemente, la homogeneidad genotípica encontrada en los rodeos Bos 
taurus evaluados (la gran mayoría de los animales presentaban los genotipos 
159/159 -Ms1, 100%- y 175/175 -Ms2, 96%-), impidió seleccionar animales 
portadores de distintos polimorfismos para la región 3’ UTR del gen SLC11A1 y 
poder comparar la capacidad brucelicida natural de sus fagocitos 
mononucleares. Ante la imposibilidad de continuar con el objetivo original, el 
trabajo se enfocó en evaluar la influencia de los parámetros sexo, edad y 
vacunación con Brucella abortus S19 sobre la capacidad brucelicida natural de 
los fagocitos mononucleares en bovinos Bos taurus portadores de un mismo 
genotipo (159/159 - 175/175) para la región 3´ UTR del gen SLC11A1. Los 
resultados obtenidos indicaron que las hembras adultas presentaron la menor 
capacidad para restringir el crecimiento intracelular de B. abortus, resultando las 
más susceptibles al desafío in vitro con este patógeno. Además, se observó que 
la capacidad natural de los macrófagos para restringir el crecimiento intracelular 
de B. abortus, estuvo influenciada por el sexo y la madurez sexual de los 
animales estudiados.  
Como conclusión, los resultados de este trabajo no muestran asociación 
entre los polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen 
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SLC11A1 con la resistencia natural a la infección por B. abortus y M. bovis en el 
ganado bovino Bos taurus.  
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1. Producción ganadera bovina en Argentina: 
 
La producción ganadera es un sector muy importante de la economía 
argentina. Según los reportes brindados por SENASA (Servicio Nacional de 
Sanidad y calidad Agroalimentaria), al 31/03/2015 existían distribuidas por todo 
nuestro país 51.429.848 cabezas de ganado bovino, la gran mayoría de ellas 
focalizadas en la región pampeana (SENASA, 2015a) (Fig. Nº 1). En ese mismo 
año, según datos del mismo organismo, se exportaron 568.701 toneladas entre 
productos, subproductos y derivados de la producción bovina (SENASA, 2015b). 
 
Fig. Nº 1: Existencias bovinas en la República Argentina-1 punto equivale a 5000 bovinos- (SENASA, 2015a). 
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1.1. Ganado bovino: 
 
El ganado bovino actual se compone de dos de las especies que 
constituyen el género taxonómico Bos: Bos taurus y Bos indicus. Ambas se 
creen que descienden, muy probablemente del uro o toro primitivo de Eurasia 
(Bos primigenius), desaparecido en el siglo XVII (Miretti et al.,  2002).  
La historia del ganado bovino en América comenzó hace 500 años, con la 
colonización europea del continente americano. Así en el siglo XVI se 
introdujeron a República Dominicana y Haití los primeros animales de origen Bos 
taurus provenientes de la Península Ibérica, los cuales dieron origen a las hoy 
denominadas razas criollas. La introducción de ganado Bos indicus ocurrió 
muchos años después, con las primeras importaciones desde la India, las cuales 
incluyeron principalmente machos (Barrera et al., 2006). 
Los primeros bovinos ingresados a lo que hoy es el territorio argentino 
fueron de la raza Criolla (Bos taurus) y provinieron de los introducidos por los 
colonizadores españoles en 1549. Desde su ingreso, se multiplicaron y 
difundieron por todo el territorio argentino, mediante la cría libre. A partir de 1850 
comenzó la importación a nuestro país de reproductores de razas europeas 
(como Hereford y Aberdeen Angus), y posteriormente de razas índicas (Martínez 
et al., 2000). 
La gran mayoría de los bovinos en Argentina son de la especie Bos 
taurus y se localizan en la región pampeana. 
 
1.1.1. Bos taurus: Esta especie está conformada por diversas razas originarias 
de Europa, reconocidas en todo el mundo por sus altos rendimientos cárnicos y 
la precocidad de sus crías. En Argentina, las razas más habituales de dicha 
especie son: Aberdeen Angus, Hereford, Holando Argentina y Criolla. 
La raza Aberdeen Angus se importó por primera vez a Argentina en 1879. 
Es la raza más abundante debido a su rusticidad y adaptabilidad a climas 
rigurosos.  Es originaria del  noroeste de Escocia (condado de Aberdeen). El 
Angus es una raza productora de carne, reconocida por su precocidad 
reproductiva, facilidad de parto, aptitud materna y longevidad. Su pelaje es negro 
o colorado. Es la raza ideal para zonas de monte o sierra, donde las vacas en 
parición no se pueden observar dos veces por día, ya que posee la particularidad 
de tener menos problemas en el parto (Bavera, 2007). 
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La raza Hereford se introdujo al país por primera vez en 1858, y 
actualmente  se encuentra ampliamente difundida en toda la zona ganadera del 
país. Su zona de origen es el suroeste de Inglaterra (condado de Hereford). El 
color dominante es el rojo cereza a rojo abayado y la cara es blanca; y existen 
las variedades astada y mocha. Hereford es una de las razas productoras de 
carne más importantes del mundo, por reunir todas las condiciones económicas 
que los criadores de ganado de carne desean y buscan (Bavera, 2011).  
Respecto a la raza Holando Argentina, a partir de 1880 se efectuaron 
sucesivas importaciones a nuestro país, desde Estados Unidos, Alemania y 
Holanda principalmente. A partir de estos orígenes se formó la raza Holando 
Argentino, nombre adoptado a partir de 1924. Es la raza lechera que tiene el 
menor porcentaje de grasa pero la mayor producción total, y produce el 95% de 
la leche en Argentina. Sus características distintivas son: ubre desarrollada; 
pelaje overo negro bien definido, con manchas negras repartidas en el cuerpo y 
extremidades blancas. Tiene exigencias en cuanto a adaptación al medio y con 
respecto a la alimentación (Bavera, 2011).  
Los bovinos de la raza Criolla se encuentran distribuidos en todo el país, 
son de tamaño mediano, mansos y dóciles. Tienen longevidad, alto grado de 
sanidad y poseen todos los pelajes, pero prevalecen dos colores básicos, el 
colorado y el negro. Son resistente a enfermedades de los ojos y medianamente 
resistentes a la garrapata. Su gran virtud es la alta rusticidad y resistencia a 
condiciones adversas (Bavera, 2011). 
 
1.1.2. Bos indicus: Especie índica también conocida como cebú. Los individuos 
de esta especie se caracterizan en general por ser muy rústicos, con gran 
capacidad de adaptación a condiciones extremas en medios tropicales, por 
poseer mayor resistencia a parásitos (ejemplo a garrapatas), tener pliegues 
cutáneos, giba y papada, y por poder nutrirse con pastos groseros y poco 
abundantes. En Argentina, las razas más representativas de  dicha especie son: 
Nelore y Brahman. 
La raza Nelore es originaria de la India. Entre sus características se 
destacan las orejas con forma de punta de lanza; cuernos cortos, gruesos y 
puntiagudos; carácter tranquilo y pelaje que varía desde el blanco hasta el gris, 
negro y overo negro. Desde principios de siglo se han introducido ejemplares de 
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esta raza en el norte argentino tanto en estado de razas puras como en cruzas 
(Bavera, 2000). 
La raza Brahman se importó por primera vez al país en 1941, y su área 
de difusión es semejante a la del Nelore. Se destaca por tener un gran desarrollo 
muscular especialmente de los cuartos posteriores; orejas grandes y 
pendulosas; pelaje que varía entre el blanco, gris y casi negro; y mayores 
exigencias que Nelore en cuanto a la alimentación (Bavera, 2005).  
 
1.1.3. Bos indicus X Bos taurus: Estas razas, son resultado de las cruzas entre 
razas de Bos indicus con razas de Bos taurus. Poseen características 
intermedias de adaptación al ambiente propias de las razas índicas, y de calidad 
cárnica correspondientes a las razas europeas. Entre estas razas podemos citar: 
Braford y Brangus. 
La primera es una raza bovina creada mediante el cruce de la 
raza Brahman con Hereford. Tiene un pelaje similar al Hereford y existen las 
variedades astada y mocha. Son originarios de Estados Unidos y se destacan 
por tener buenas características en cuanto a fertilidad, conformación, desarrollo 
y un temperamento dócil. Se encuentra difundida especialmente en Entre Ríos y 
otras zonas del norte del país (Bavera, 2011).  
La raza Brangus es originaria de Estados Unidos, resultante de la cruza 
de Brahman con Angus. Desde su introducción, esta raza ha tenido muy buena 
difusión. Se caracteriza por ser de tamaño mediano, simétricos, musculosos, con 
buen desarrollo óseo y miembros fuertes con soltura de movimientos; poseer 
pelaje negro o rojo uniforme. Es muy activo y algo nervioso. Gracias a su 
rusticidad, esta raza esta difundida especialmente en la zona norte y noreste de 
nuestro país (Bavera, 2011). 
 
2. Infecciones bacterianas intracelulares: 
 
La brucelosis y la tuberculosis bovina son enfermedades infecto-
contagiosas, zoonóticas, de origen bacteriano y amplia distribución mundial, que 
tienen un impacto económico negativo sobre la producción animal y la salud 
pública.  
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2.1. Brucelosis bovina: 
 
La brucelosis es causada por bacterias Gram negativas intracelulares 
facultativas del género Brucella. De las 10 especies de Brucella identificadas, B. 
abortus es el agente etiológico de la brucelosis bovina, (Corbel, 1997).  
 Esta se caracteriza clínicamente por la ocurrencia de abortos durante el 
último trimestre de gestación, lo cual provoca daños en la fertilidad y disminución 
en la producción de leche. La brucelosis es trasmitida a los seres humanos a 
través del consumo de productos lácteos no pasteurizados o por el contacto 
directo con animales infectados, placentas o fetos abortados. La infección en el 
humano causa una enfermedad debilitante, con fiebre, sudoración, fatiga, 
pérdida de peso, dolor de cabeza y dolor en las articulaciones que persiste de 
semanas a meses (Dean et al., 2012). 
En Argentina, el Programa Nacional de Control y Erradicación de la 
brucelosis bovina se implementó en 1999 y se actualizó en 2002, e incluye la 
vacunación obligatoria de todas las hembras de 3 a 8 meses se edad con la 
cepa B. abortus 19 y la evaluación serológica antes del movimiento de los 
animales (SENASA, 1999 y 2002). A pesar de estas estrategias, según 
evaluaciones nacionales llevadas a cabo en el año 2004, en Argentina el 12,4 % 
de los rodeos cárnicos son seropositivos a Brucella spp. y la prevalencia 
aparente en el ganado bovino es de 2,10%  (Aznar et al., 2012). La prevalencia 
de brucelosis bovina en países limítrofes es muy variable: 0,04% en Uruguay, 
10,20% y 0,06%  en el norte y sur de Brasil, respectivamente, 0,2% en Chile, 
3,15% en Paraguay y 2,27% en Bolivia (Aznar et al., 2012). En términos 
económicos, la brucelosis bovina produce en nuestro país una pérdida anual 
estimada en 60 millones de dólares (Samartino, 2002).  
 
2.2. Tuberculosis bovina: 
 
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, cuyo agente causal 
pertenece al género Mycobacterium. Dentro de este género, M. bovis es el 
causante de la tuberculosis bovina. El cuadro clínico es a largo plazo e incluye 
pérdida de peso, baja de producción, tos y dificultad respiratoria.   
Desde el punto de vista de la zoonosis, la importancia de M. bovis como 
agente causal de la tuberculosis en humanos, fue decayendo a partir de la 
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década del cincuenta con el desarrollo de la pasteurización y posterior 
obligatoriedad de ser incluida como condición en la comercialización de leche y 
subproductos. Sin embargo, continua teniendo relevancia en ciertos grupos de 
riesgo, donde la transmisión del agente se produce por el contacto estrecho del 
operador con el animal (tambo, frigorífico), penetrando el microorganismo 
principalmente por vía respiratoria o por vía digestiva, por el consumo de leche 
cruda (Garbaccio & Pereira, 2002). 
En nuestro país, SENASA implementó el Plan Nacional de Control y 
Erradicación de la tuberculosis bovina en 1999, que se actualizó en 2012, y 
promovió el uso de la prueba ano-caudal de rutina (con PPD bovina) como 
prueba tamiz para rodeos cuyo estado frente a la tuberculosis es desconocido 
(SENASA ,1999 y 2012a). 
En Argentina, se estima que las pérdidas económicas (directas e 
indirectas) originadas por esta enfermedad rondan los U$S 63 millones / año 
(Nader, 1998), siendo el principal componente la pérdida de peso en los bovinos 
(36%), las pérdidas en producción de leche (13%) y el decomiso en frigoríficos y 
mataderos (10%) (SENASA, 1999).  
 
3. Respuesta inmune a infecciones bacterianas intracelulares: 
 
El sistema inmune tradicionalmente se ha dividido en respuesta innata y 
adaptativa (o adquirida), y la complementación de ambas produce una adecuada 
respuesta contra elementos extraños.  
El sistema inmune innato está constituido por diversos componentes 
celulares, como macrófagos, células dendríticas, granulocitos (basófilos, 
eosinófilos, neutrófilos) y células natural killer; y por componentes humorales 
como el sistema complemento. Tras una exposición a patógenos, el sistema 
inmune innato se caracteriza por generar una rápida respuesta protectiva 
inflamatoria, y juega un rol central en activar la subsecuente respuesta inmune 
adaptativa, compuesta por linfocitos T y B (Turvey et al., 2010).   
Los patógenos generalmente exponen un patrón molecular conocido 
como PAMPs (Patrón Molecular Asociado a Patógenos), donde los más 
conocidos son el lipopolisacárido, peptidoglucano, lipoproteínas bacterianas, 
flagelinas y ácido nucleico. El sistema inmune innato del hospedador puede 
interactuar con esos PAMPs usando Receptores de Reconocimiento de Patrón, 
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como los Receptores tipo Toll (TLR) (Gomez et al., 2013). Los PAMPs 
bacterianos son reconocidos por las Células Presentadoras de Antígenos 
Profesionales (CPA, macrófagos y células dendríticas) mediante los Receptores 
de Reconocimiento de Patrón. La unión resulta en la activación de las células 
CPA y la internalización o fagocitosis de la bacteria (Golding et al., 2001). 
En la Fig. N° 2, se observa esquematizadamente la respuesta inmune 
producida ante la exposición a bacterias intracelulares (en este caso Brucella 
abortus), que pueden activar a las CPA a través de la unión con receptores como 
los TLR o mediante la fagocitosis. Las CPA activadas pueden secretar citoquinas 
y presentar antígenos en su superficie, dando lugar a una respuesta inflamatoria 
y a la generación o a la estimulación de las células T efectoras (Smit et al., 
2004). 
Las bacterias intracelulares tienen la capacidad de sobrevivir e incluso 
multiplicarse en el interior de los fagocitos. La inmunidad innata es, en general, 
incapaz de erradicarlas, por lo que se necesita la contribución de la inmunidad 
celular adaptativa. Esta se caracteriza por la predominancia de células T helper 
tipo1, que incluye la producción de IFNƔ  producido por células T CD4+ y CD8+, 
producción de anticuerpos IgG por células B, y células T citotóxicas CD8+; la 
respuesta mediada por células T helper tipo2, en cambio, no sería efectiva en el 
combate de infecciones intracelulares (Dorneles et al., 2015). 
Fig. Nº 2: Respuesta inmune innata y adaptativa producida tras la exposición a bacterias intracelulares 
(Dorneles et al., 2015). 
 
Los linfocitos Th1 secretan IFNƔ que estimula a los macrófagos activados 
para que produzcan varias sustancias microbicidas, tales como intermediarios 
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reactivos del oxígeno, óxido nítrico y enzimas lisosómicas. Además, esta 
citoquina estimula la producción de isotipos de anticuerpos que activan el 
complemento y opsonizan a las bacterias para favorecer la fagocitosis, 
colaborando así con las funciones efectoras de los macrófagos (Abbas et al., 
2008). 
 
3.1. Interacción de Brucella y Mycobacterium con fagocitos mononucleares: 
 
Los macrófagos pueden directamente controlar o eliminar a los 
patógenos o actuar como CPA y constituyen la primera línea de defensa como 
células efectoras.  
Brevemente, cuando Brucella es fagocitada por los macrófagos, se 
forman las vacuolas contenedoras de Brucella (BCVs) que se desvían del tráfico 
intracelular normal, resultando en el desarrollo de compartimientos 
especializados denominados fagosomas replicativos o brucelosomas. Durante 
las etapas iniciales del tráfico intracelular de los BCVs, estos compartimentos 
interaccionan transitoriamente con los lisosomas produciendo su acidificación. 
Estas vacuolas interactúan extensamente con el retículo endoplasmático y, 
finalmente, su pH intracelular se eleva a un nivel que permite la replicación 
intracelular del patógeno (Roop et al., 2009) (Fig. N° 3).  
En el caso de Mycobacterium, cuando es fagocitado por los macrófagos, 
bloquea la maduración del fagosoma en una etapa temprana (fagosoma 
temprano) y crea un entorno favorable para su replicación, principalmente por la 
inhibición de la fusión fago-lisosomal  (Fig. N° 4). Los fagosomas llevando 
Mycobacterium conservan características de un fagosoma precoz con respecto a 
su pH (alrededor de 6 a 6,5) (George et al., 2015). Se ha observado que ciertos 
componentes derivados de la pared micobacteriana tienen la capacidad de 
inhibir la maduración del fagolisosoma y, en general, el tráfico de membranas 
(Castaño y Rojas et al., 2010). 
La capacidad de Brucella y Mycobacterium para vivir dentro de los 
macrófagos se debe a su habilidad para bloquear los receptores de la inmunidad 
innata, inhibir la fusión fago-lisosomal, y desregular la presentación antigénica; lo 
que en su conjunto les permite escaparse de la respuesta inmune del 
hospedador (Elfaki et al., 2015). Además, la habilidad de ambos patógenos para 
persistir durante períodos prolongados dentro de los macrófagos explica la 
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producción de la infección crónica y la distribución por la vía del sistema 
linforeticular (Figueiredo et al., 2015).  
 
Fig. N° 3: Tráfico intracelular de Brucella en las células fagocíticas del hospedador (imagen simplificada de 
Roop et al., 2009). 
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Fig. N° 4: Inhibición de la fusión fagolisosomal y bloqueo de la maduración del fagosoma tras la fagocitosis de 
Mycobacterium (Mtb) en células fagocíticas del hospedador (imagen simplificada de George et al., 2015). 
 
 
 
 
4.  Estudios de asociación genética: 
 
Existen dos estrategias ó aproximaciones principales para la 
identificación de genes involucrados en la determinación de un carácter, como la 
Resistencia (R) /Susceptibilidad (S) a infecciones bacterianas intracelulares: 
estudio de genes candidatos y estudio de todo el genoma (también conocido 
como GWAS, Genome Wide Association Study) (Purdie et al., 2011). La primera 
consiste en genotipificar marcadores moleculares en genes candidatos y la 
segunda en genotipificar marcadores a través de todo el genoma.  
Con el análisis de todo el genoma se pretende encontrar los segmentos 
de cromosomas que segregan juntos con el carácter de interés (R/S a 
infecciones bacterianas intracelulares). Esta técnica permite 
un screening extenso y de alta densidad del genoma completo y la identificación 
de asociaciones genéticas previamente no esperadas (Chapman & Hill, 2012). 
Los genes candidatos adecuados generalmente se seleccionan en base a 
la información conocida según relevancia biológica, fisiológica, o funcional a la 
enfermedad en cuestión. La razón de centrarse en la variación polimórfica en 
determinadas regiones biológicamente relevantes del genoma es que ciertas 
variantes afectarían directamente la función del gen en cuestión, y darían lugar al 
fenotipo o estado de la enfermedad objeto de la investigación. La mayoría de los 
Introducción 
 
12 
 
estudios basados en genes candidatos emplean un diseño caso-control, donde 
las muestras se seleccionan de un conjunto de casos (animales con la infección) 
y controles (animales expuestos pero no infectados). El interés radica en las 
variaciones genéticas (alelos) para las cuales la frecuencia en casos y controles 
difieren significativamente (Purdie et al., 2011). 
Cabe destacar, que el grado de contribución genética a rasgos variables 
como la resistencia/susceptibilidad a infecciones bacterianas se estima con el 
parámetro genético heredabilidad (en sentido estricto), definido como la 
proporción de la variabilidad fenotípica atribuible  a la variación genética aditiva; 
es decir genes que pasan de una generación a la siguiente (Berry et al., 2011). 
Para la susceptibilidad a tuberculosis se ha estimado un rango de heredabilidad 
de 0,06 a 0,18 en la raza Holando irlandesa y británica, basada en la respuesta a 
la prueba tuberculina y la presencia de lesiones compatibles con tuberculosis. 
Para la susceptibilidad a paratuberculosis se ha estimado un rango de 
heredabilidad de 0,05 a 0,15 en la misma raza bovina basada en la respuesta 
serológica (Berry et al., 2011). Para brucelosis, no se ha estimado la 
heredabilidad; sin embargo, en un estudio se incrementó la resistencia natural a 
brucelosis en terneros del 20 al 59% a través del cruzamiento de hembras 
naturalmente resistente con un toro naturalmente resistente (Templeton et al., 
1990). Estos resultados, en su conjunto, muestran que un mejoramiento 
significativo puede ser llevado a cabo para resistencia a patógenos bacterianos 
intracelulares a través de selección genética. 
 
4.1. Marcadores moleculares: 
 
Los marcadores funcionan como señaladores de diferentes regiones del 
genoma y permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) entre individuos, 
modifiquen éstas o no su fenotipo. La importancia de los marcadores radica en 
que ofrecen la posibilidad de estudiar poblaciones de organismos y seleccionar 
aquellos que presentan rasgos de interés. Para que un carácter sea considerado 
un marcador genético debe transmitirse según las leyes básicas de la herencia 
mendeliana y debe mostrar una variación experimentalmente detectable entre 
los individuos de la población.  
Los marcadores genéticos moleculares son fragmentos de ADN que 
sirven de referencia para detectar la transmisión de un segmento de cromosoma 
Introducción 
 
13 
 
de una generación a otra (López Zavala et al., 2007). Actualmente los 
marcadores moleculares más utilizados son los SNPs (Polimorfismos de un Solo 
Nucleótido) y los microsatélites (Ms), también conocidos como secuencias 
simples de repetición o repeticiones en tándem cortas. En este trabajo nos 
centraremos en los microsatélites, que son secuencias repetitivas de 1-4 
nucleotidos de longitud. El número de veces que esa secuencia se repite en un 
microsatélite dado puede ser altamete variable, una característica que los hace 
útiles como marcadores genéticos (Purdie et al., 2011). Probablemente el 
deslizamiento de la ADN polimerasa durante la replicación sea una de las 
causas que origina los polimorfismos en el número de repeticiones observadas 
(Grimaldi & Crouau-Roy, 1997).  
 
5. Gen candidato en estudios de Resistencia a infecciones bacterianas 
intracelulares: SLC11A1 
 
Los primeros estudios realizados en ratones demostraron que la 
resistencia o susceptibilidad a infecciones con parásitos intracelulares estaba 
determinada por un locus o por un grupo de loci ubicado en el cromosoma 1, 
designados Bcg/Lsh/Ity los cuales controlaban la replicación microbiana 
temprana en los órganos del sistema retículo-endotelial. Posteriormente, se 
estableció por clonación posicional que Bcg/Lsh/Ity y Nramp1 (Natural 
Resistance Associated Macrophage Protein 1) eran el mismo locus; y se observó 
que la resistencia natural a infecciones con parásitos intracelulares quedaba 
anulada cuando el gen Nramp1 estaba interrumpido (Vidal et al., 1995). Una 
simple sustitución de un aminoácido (glicina por ácido aspártico) en la posición 
169 da como resultado una proteína no funcional. Se determinó así, que el gen 
Nramp1 murino es el responsable del fenotipo resistencia/susceptibilidad a 
ciertas infecciones bacterianas intracelulares, tales como Mycobacterium bovis, 
Leishmania donovani, Salmonella typhimurium, y algunas mycobacterias 
atípicas.  
A partir de estos hallazgos, se comenzó a considerar al gen NRAMP1, 
actualmente denominado SLC11A1 (Solute Carrier Protein 1 of 11), como el 
mejor candidato en estudios de resistencia natural a infecciones por patógenos 
intracelulares (Trujillo Bravo & Valderrama Llanos, 2006; Adams & Schuta, 
2010). 
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El gen SLC11A1 se expresa primariamente en macrófagos y en órganos 
del sistema retículo-endotelial y codifica para la proteína SLC11A1 ó NRAMP1. 
Esta se localiza específicamente en los compartimientos lisosomales y 
endosomales tardíos, y funciona como un transportador de protones, hierro y 
otros cationes divalentes (Blackwell & Searle, 1999).  
NRAMP1 bovina es una proteína integral de membrana de 548 
aminoácidos (Fig. N° 5), compuesta de 12 dominios transmembrana, que 
contiene cuatro sitios de fosforilación, un motivo de unión SH3, y un sitio de 
glicosilación (Feng et al., 96).   
 
Fig. N° 5: Representación de la estructura de la proteína NRAMP1 bovina (Feng et al., 1996). 
 
 
 
La proteína NRAMP1 podría actuar sobre la formación de óxido nítrico y 
sobre otras vías pro-inflamatorias del sistema inmune, vía modulación de la 
homeostasis del hierro. Es probable que las bacterias intracelulares y la proteína 
NRAMP1 estén compitiendo por el hierro dentro del fagosoma y el resultado de 
esta competencia determine si las bacterias son capaces de proliferar (Smit et 
al., 2004). En un principio, la dirección de transporte de hierro estuvo en disputa: 
o lo transportaba hacia el interior de los fagolisosomas, aumentando la formación 
de intermediarios de oxígeno reactivo, favoreciendo la destrucción intracelular de 
los patógenos; o lo conducía hacia el exterior de los fagolisosomas y hasta 
incluso fuera de la célula, privando a los microorganismos del sustrato esencial 
para su crecimiento (Fritsche et al., 2007).  Más recientemente se propuso que 
NRAMP1 bombea hierro y manganeso (Fe2+, Mn2+) desde el lumen del 
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fagosoma hacia el citosol de la célula, privando así a los microorganismos de 
estos nutrientes esenciales para su supervivencia y proliferación (Botella et al., 
2012) (Fig. N° 6). 
Entre las posibles funciones que se le han otorgado a la proteína 
NRAMP1 para conferir resistencia, se encuentra la inhibición del crecimiento 
bacteriano, contribución en la formación del granuloma, la producción de 
productos reactivos de oxígeno y nitrógeno, procesamiento del antígeno y 
expresión de moléculas del Sistema Mayor de Histocompatibilidad clase II, 
aumento de la fusión fagolisosomal y regulación de la producción de factor de 
necrosis tumoral α e interleukina 1 (López Albeiro, 2006).   
 
Fig. N° 6: Actividad de NRAMP1, localizada en la membrana del fagosoma, actúa como proteína transportadora 
de hierro y manganeso desde el interior del fagosoma al citosol celular (Botella et al., 2012). 
 
 
 
 
6. Asociación de los polimorfismos del gen SLC11A1 con el fenotipo de 
resistencia/susceptibilidad a infecciones bacterianas intracelulares:  
 
A partir de la asociación del gen Nramp1 murino con el fenotipo R/S a 
ciertas infecciones bacterianas intracelulares, se ha secuenciado y caracterizado 
el gen SLC11A1 en diversas especies. 
Se identificaron genes homólogos al gen SLC11A1 murino en organismos 
genéticamente distantes, tal como  animales de granja, humanos, insectos, 
gusanos, plantas, levaduras y bacterias (Cellier et al., 1996). 
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En humanos, se realizaron numerosos estudios  para detectar la posible 
asociación de las variantes del gen SLC11A1 con una gran variedad de 
enfermedades. Resumidamente,  algunas variantes del gen se  correlacionaron 
tanto con S a enfermedades autoinmunes como a enfermedades infecciosas 
(Searle & Blackwel, 1999). Es posible que la proteína esté involucrada en el 
incremento significativo de los depósitos de hierro observados en las membranas 
sinoviales de los pacientes con artritis reumatoide, y células espumosas en la 
lesión aterosclerótica (Awomoyi, 2007). También se ha reportado un 
polimorfismo funcional en la región promotora del gen que le confiere resistencia 
o susceptibilidad a la artritis reumatoidea juvenil y a la esclerosis múltiple (Kotze 
et al., 2001). En cuanto a la asociación con infecciones bacterianas, hay muchos 
estudios que evaluaron la posible asociación entre las variantes del gen 
SLC11A1 y la presencia de tuberculosis activa. Estudios de meta-análisis 
concluyeron que el gen SLC11A1 cumple un rol importante en la defensa del 
hospedador frente al desarrollo de tuberculosis (Li et al., 2011; Meilang et al., 
2012).  
En caballos, la caracterización del gen SLC11A1 reveló que la secuencia 
nucleotídica y la organización genómica de este gen es similar a las descriptas 
en otras especies. Sin embargo, en caballos, como en humanos y en cerdos, no 
se encontraron microsatélites en la región 3´ UTR (untranslated o no codificante) 
del gen SLC11A1; aunque para esta especie se detectaron polimorfismos en la 
región 5´ UTR del gen (Matiasovic et al., 2002). 
La secuenciación del gen SLC11A1 en ovejas y ciervos, demostró que la 
estructura y la región codificante de dicho gen se encuentra muy conservada 
entre los mamíferos, aunque las secuencias 3´ y 5´ no codificantes son 
bastantes divergentes, especialmente cuando se comparan las secuencias 
murinas y humanas con las de bovino, ovino y ciervo. En estas dos últimas, se 
encontró un alto nivel polimórfico en la región  3´ UTR del gen NRAMP1 
(Matthews & Crawford, 1998). En ovejas, posteriormente se ha evaluado la 
susceptibilidad a paratuberculosis, cuyo agente etiológico es Mycobacterium 
avium subsp paratuberculosis, y se ha encontrado asociación entre variantes 
alélicas de un microsatélite ubicado en el intrón 1 del gen SLC11A1 con la 
ausencia y presencia de enfermedad (Reddacliff et al., 2005). 
En búfalos (Bubalus bubalis), se han descripto 2 alelos (A y B) para el 
microsatélite de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y se observó que los 
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individuos homocigotas para el alelo B mostraban una mayor expresión del gen y 
controlaban más eficientemente la replicación de B. abortus en el interior de los 
macrófagos. Ello llevó a proponer que este alelo, cuando se presenta en 
homocigosis, confiere resistencia a la infección por B. abortus en búfalos 
(Borriello et al., 2006). Dos estudios posteriores confirmaron los resultados 
obtenidos y observaron que los fagocitos mononucleares portadores del alelo B 
frente a una infección in vitro con Brucella abortus presentaban incremento 
significativo en el nivel de expresión de SLC11A1, en la producción de óxido 
nítrico y agua oxigenada y un menor número de bacterias intracelulares que los 
portadores del alelo A (Capparelli et al., 2007a y 2007b).  
En cabras, el gen SLC11A1 se caracterizó muy posteriormente por el 
grupo de Vacca et al., (2011). Al igual que para la mayoría de las especies 
pecuarias, dos microsatélites se detectaron en la región 3´ UTR del gen. La 
asociación entre las variantes alélicas de ambos microsatélites con el carácter de 
R/S a paratuberculosis se evaluó en caprinos en Grecia, encontrando una 
asociación significativa entre el alelo B7 y la ausencia de infección natural, 
indicador de resistencia (Korou et al., 2010). Posteriormente, Taka et al., (2013) 
corroboraron los resultados previos, concluyendo que el genotipo B7/B7 se 
asocia con un incremento significativo en la expresión del gen SLC11A1 y con un 
aumento en la respuesta in vitro a paratuberculosis comparado con los otros 
genotipos. Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha estudiado 12 majadas 
caprinas de la provincia de Salta en Argentina con alta prevalencia a brucelosis y 
ha identificado asociación significativa entre el genotipo B7/B7 y la ausencia de 
infección natural por Brucella melitensis (Iacoboni et al., 2014).  
La expresión aumentada del gen SLC11A1 en los individuos portadores 
de determinado polimorfismos sugiere que es posible que los cambios en la 
longitud de los microsatélites de la región 3´ UTR alteren la orientación angular 
de dos o más sitios flanqueantes a regiones reguladoras de la transcripción y 
que modifiquen, de esta manera, la unión de los factores de transcripción a la 
molécula de ADN (Ozer et al., 1998). 
 
6.1. Gen SLC11A1 bovino: 
 
El gen SLC11A1 bovino ha sido mapeado en el cromosoma 2 (2q43-
2q44) y posteriormente fue secuenciado y caracterizado (Feng et al., 1996).  
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Estudios comparativos de la secuencia proteica de NRAMP1 murino, 
humano y bovino indicaron un alto grado de homología (88.6% de semejanza 
entre la secuencia murina con la bovina; y 86.9% de identidad entre la humana y 
la bovina) (Feng et al., 1996). 
A su vez, se han identificado variantes del gen SLC11A1 bovino, 
localizadas en la región 3’ no codificante (3’UTR), y se las ha asociado con la 
resistencia a la infección por B. abortus y M. bovis. Las variantes génicas a nivel 
3’ UTR están dadas por la existencia de dos microsatélites (Fig. N° 7), cuyos 
alelos se definen por la cantidad de repeticiones cortas en tándem de un 
dinucleótido Guanina-Timina (GT), quedando los diferentes alelos establecidos 
por las longitudes de los microsatélites.  
 
Fig. Nº 7: Región 3´ UTR del gen SLC11A1. Las secuencias resaltadas corresponden a los microsatélites: 
microsatélite 1 en lila y microsatélite 2 en amarillo. 
 
 
 
Distintas investigaciones se desarrollaron buscando asociar los 
polimorfismos de la región 3´UTR del gen SLC11A1 con el fenotipo de 
resistencia / susceptibilidad a infecciones bacterianas intracelulares, con énfasis 
en brucelosis y tuberculosis. La mayoría de los trabajos se enfocaron en el 
primer patógeno, mientras que para el segundo se realizaron muy pocos 
estudios. En ambos casos, la mayoría de los trabajos buscaron asociar las 
variantes alélicas del Ms2 con la resistencia genética a dichas infecciones.  
Para el primer microsatélite, se determinó que el alelo GT12 (12 
repeticiones GTs) estaba asociado al fenotipo de resistencia a brucelosis bovina, 
ya que aquellos macrófagos potadores de este alelo presentaron una mayor 
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capacidad bactericida al ser infectados in vitro con Brucella abortus (Martínez et 
al., 2008a y 2010).    
Para el segundo microsatélite, la asociación de las variantes alélicas con 
la resistencia natural a la infección con B. abortus es controversial. Inicialmente, 
se estableció una correlación entre resistencia a la infección experimental con B. 
abortus con homocigosis para la variante GT13 (13 repeticiones GTs) (Adams & 
Templeton, 1998). La misma correlación se obtuvo posteriormente (Barthel et al., 
2001), cuando se transfectó el gen SLC11A1 bovino portador del genotipo 
resistente (GT13 / GT13) o portador del genotipo susceptible (GT16 / GT16), por 
medio de un vector de expresión, en el interior de los macrófagos murinos 
susceptibles de la línea celular RAW264.7. Cuando el vector llevaba el genotipo 
resistente, el fenotipo de los macrófagos cambiaba de susceptible a resistente; 
alternativamente, cuando el vector llevaba el genotipo susceptible no se 
registraban cambios en el fenotipo susceptible.  
Estudios más recientes, sin embargo, no pudieron corroborar esta 
asociación (Kumar et al., 2005; Paixao et al., 2007). En el caso de Kumar et al. 
(2005), todos los individuos incluidos en el muestreo presentaban el mismo 
genotipo (GT13/GT13), tal que la asociación de R o S a brucelosis con los alelos 
del Ms2 no pudo ser establecida. Por su parte, Paixao y et al., (2007) estudiaron 
la asociación entre polimorfismos del Ms2 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
y la R a brucelosis bovina en infecciones naturales y experimentales, y no 
encontraron asociación significativa. Además, evaluaron la supervivencia 
bacteriana intracelular de Brucella abortus en el interior de los macrófagos 
portadores de distintos genotipos para el Ms2 y tampoco observaron asociación.  
Así mismo, y hasta el momento, solamente pocos estudios evaluaron la 
posible asociación entre polimorfismos del gen SLC11A1 con la resistencia a la 
tuberculosis bovina, también con resultados dispares. Un estudio realizado en 
bovinos de México y Texas, no encontró asociación entre la R o S a la infección 
con M. bovis y los polimorfismos del Ms2 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
ni entre la magnitud de las lesiones causadas por el patógeno (Barthel et al., 
2000). Más recientemente, si se reportó asociación significativa entre 
determinados polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 (alelos 211, 
215 y 217) y menor incidencia a tuberculosis bovina en ganado africano 
(Kadarmideen et al., 2011). Lo interesante de este estudio fue que evaluó toda la 
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región 3´ UTR del gen, incluyendo conjuntamente ambos microsatélites en el 
análisis.  
El carácter de resistencia o susceptibilidad a paratuberculosis en bovinos 
también ha sido estudiado. Pinedo et al. (2009) evaluaron conjuntamente ambos 
microsatélites de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 bovino y encontraron una 
diferencia significativa en las frecuencias alélicas y genotípicas entre casos y 
controles en infecciones naturales con paratuberculosis, concluyendo que 
determinados polimorfismos del gen SLC11A1 actuarían como factores de 
riesgo. Sin embargo, un estudio posterior no detectó diferencias significativas 
entre los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la presencia o 
ausencia de paratuberculosis bovina (Ruiz-Larrañaga et al., 2010).  
De lo expuesto se desprende que los resultados obtenidos en los 
estudios de asociación entre polimorfismos del gen SLC11A1 y la resistencia a 
infecciones bacterianas intracelulares en bovinos no son concluyentes y 
ameritan profundizarse.  
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Hipótesis 
 
Determinados polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ no 
codificante (3’ UTR) del gen SLC11A1 están asociados con la resistencia natural 
a la infección por patógenos bacterianos intracelulares en bovinos. 
 
 
Objetivo General 
 
Evaluar el grado de asociación de los polimorfismos en los microsatélites 
de la región 3’ no codificante (3’UTR) del gen SLC11A1 con la resistencia natural 
a las infecciones bacterianas intracelulares que afectan a los bovinos.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo I 
 
Estudio de la frecuencia de distribución de los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3´ UTR 
del gen SLC11A1 bovino 
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1.  Breve introducción: 
 
La región 3´ UTR del gen SLC11A1 bovino tiene dos marcadores 
moleculares microsatélites, cuyos alelos se definen por la cantidad de 
repeticiones cortas en tándem de un dinucleótido Guanina-Timina (GT). En el 
microsatélite más próximo a la región codificante (Ms1; posiciones nucleotídicas 
1781 a 1804) se encontraron dos formas alélicas: una designada NRAMP1.1 que 
consta de 12 repeticiones GTs -(GT)12- y la otra denominada NRAMP1.2 que 
consta de 10 repeticiones GTs -(GT)10- (Horin et al., 1999). Para este 
microsatélite, las variaciones totales en el número de repeticiones GT resultan no 
sólo de cambios en el número de repeticiones del dinucleótido sino también de 
variaciones en el número de GT 5´ adyacentes: una sustitución (timina vs. 
guanina), en la posición 1782 en el extremo 5´ de las repeticiones en tándem, 
genera variabilidad en la región 3´ UTR del gen SLC11A1. Cuando en esta 
posición hay una timina el número de repeticiones del dinucleótido aumenta 
debido a una unidad adicional de GT generada por la sustitución dentro del 
extremo 5´, en cambio cuando en la  posición 1782 hay una guanina, el número 
de repeticiones del dinucleótido no se incrementa. Otro sitio de sustitución 
(guanina a adenina), interrumpe el tándem de repeticiones GT en la posición 
1805 en bovinos pero no en especies relacionadas, pero esta última no muestra 
polimorfismos dentro de la especie bovina (Horin et al., 1999).  
En el Ms1, se identificaron las variantes alélicas GT12 (denominada A) y 
GT10 (B) por la técnica polimorfismo de conformación de cadena sencilla (single-
strand conformation polymorphism analysis –SSCP-) en las razas bovinas Criolla 
Blanco OrejiNegro Colombiano (BON) (Bos taurus), en Brahman (Bos indicus) y 
en sus cruzas (BON x Brahman; Brahman x BON, y Holando (Bos Taurus) X 
BON en Colombia (Martinez et al., 2008a y 2010). 
El segundo microsatélite (Ms2; posiciones nucleotídicas 1908 a 1933) es 
el más estudiado, y ha sido genotipificado por SSCP en la raza Holando (Bos 
taurus) y en cebú (Bos indicus) en Brasil (Paixao et al., 2006), y en Holando (Bos 
taurus), Brahma (Bos indicus) y otras cinco razas bovinas de Colombia 
(González et al., 2006), identificándose hasta 7 polimorfismos en las diferentes 
razas bovinas.  
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1.1. Electroforesis capilar: 
 
En el presenta trabajo, la genotipificación de los microsatélites de la 
región 3´ UTR del gen SLC11A1 se llevó a cabo por electroforesis capilar. Esta 
técnica ofrece varias ventajas: en una misma corrida se pueden analizar 
múltiples fragmentos de ADN; la inyección, separación y detección de las 
muestras son automatizadas; tiene una sensibilidad y resolución excelente; es 
rápida; la información de picos se almacena automáticamente; y permite un 
posterior análisis bioinformático de los datos obtenidos. La genotipificación de los 
microsatélites se llevó a cabo por la comparación de los tamaños alélicos de 
cada muestra con los tamaños alélicos presentes en el marcador molecular o 
“Size Standard” (Butler et al., 2004). Los resultados se representan como 
electroferogramas con picos. Brevemente, un patrón de picos típico para un 
genotipo homocigota consta de un pico alto (precedido por picos de menor altura 
y poco frecuentemente acompañado de algún pico posterior de muy baja 
intensidad). Un patrón típico para un genotipo heterocigota tiene dos picos altos 
(generalmente el primer pico es más alto que el segundo, y ambos picos pueden 
estar precedidos por picos de menor altura) (Applied Biosystems, 2004). 
 
1.2. Caracterización poblacional: 
 
Posterior a la genotipificación por electroforesis capilar, se procedió al 
análisis de los datos obtenidos. En primera instancia, se calcularon las 
frecuencias genotípicas (el número relativo de genotipos de cada clase) y las 
frecuencias alélicas (el número relativo de alelos de cada tipo) para cada raza 
bovina estudiada.  
Para caracterizar genéticamente la población se calcularon: el número de 
alelos, la heterocigosidad observada y la esperada, y el contenido de información 
polimórfica. El número de alelos por locus es un indicador de variabilidad, a 
mayor número de alelos mayor variabilidad genética. La heterocigosidad es la 
frecuencia media de individuos heterocigotos por locus, a mayor 
heterocigosidad, mayor diversidad genética. El valor del contenido de 
información polimórfica depende del número de alelos y de la distribución de 
frecuencias. Valores superiores a 0,5 se consideran muy informativos, los 
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valores entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y los valores inferiores a 
0,25 poco informativos (Martínez et al., 2006). 
Posteriormente se procedió al cálculo del equilibrio de Hardy-Weinberg, 
que establece que en una población grande bajo apareamiento aleatorio, sin 
selección, mutación o migración, las frecuencias alélicas y genotípicas 
permanecen constantes generación tras generación. La comprobación de este 
equilibrio se realiza mediante comparación de los datos observados y esperados 
dentro de la muestra. Si la proporción de genotipos para un locus no está en 
equilibrio H-W en algunas poblaciones podría deberse a efecto de una selección 
sobre la población en cuestión (Gutiérrez, 2009). Cabe destacar, que mientras el 
análisis de un solo locus es generalmente expresado en términos de equilibrio 
Hardy-Weinberg, el resultado del análisis de loci típicamente se expresa en 
términos de desequilibrio de ligamiento. Este desequilibrio se refiere a todas las 
asociaciones no aleatorias de alelos en diferentes loci, estén o no los loci unidos 
físicamente en el mismo cromosoma (Waples, 2015). 
 
2. Objetivo especifico: Estudiar la frecuencia de distribución de los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 en  la 
población de bovinos de Argentina. 
 
3.    Materiales y Métodos: 
 
3.1. Población en estudio:  
 
Se evaluaron diversas razas puras de ganado bovino de las especies Bos 
taurus y Bos indicus y razas cruzas B. taurus X B. indicus. Para B. taurus se 
analizaron las razas Criolla, Angus, Hereford y Holando Argentina; para B. 
indicus las razas Brahman y Nelore; mientras que para las cruzas B. taurus X B. 
indicus se evaluaron las razas Braford y Brangus (Tabla N° 1). Se utilizaron 
muestras de individuos con genealogía conocida y de 2 descendientes por cada 
progenitor (diseño de medio-hermanos). El material necesario para el estudio 
(ADN) fue provisto por el Laboratorio del Dr. Mario Poli (banco de germoplasma 
bovino; Instituto de Genética del  CICVyA-INTA Castelar).  
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Tabla N° 1: Razas de ganado bovino estudiadas. 
 
Para cada raza bovina, el banco de germoplasma bovino contaba con 
registros conteniendo datos de cada animal como el sexo, el lugar de origen de 
los animales (establecimientos ganaderos o instituciones nacionales situados en 
la República Argentina, excepto en algunos pocos casos cuyo lugar de origen 
fue la República de Paraguay), y la fuente de donde se extraería el material 
genético (sangre o pelo). 
 
3.2. Extracción ADN genómico: 
 
El ADN aislado a partir de sangre total fue extraído mediante el método 
de fenol-cloroformo por el personal del banco de germoplasma bovino, en las 
condiciones previamente descritas (Sambrook et al., 1989) y conservado a -20ºC 
hasta el momento de uso.  
En aquellas muestras en las que el ADN se extrajo del bulbo piloso, se 
utilizó la metodología de digestión con buffer lisis y proteinasa K a alta 
temperatura basado en un protocolo previamente publicado (Iglesias et al., 2010) 
con algunas modificaciones. Por este método se degrada la estructura que 
contiene al material genético, y este se libera al medio. Brevemente, 6 a 10 pelos 
con bulbos pilosos de cada animal se limpiaron con alcohol 96% y se 
recolectaron en  un tubo de 0,2ml conteniendo 100μl de buffer lisis (200mM 
EDTA; 100mM NaCl; 50mM Tris HCl -pH 7,5-) y 2μl de proteinasa K [19,6mg/ml] 
(Fermentas,  Vilnius, Lithuania, Estados Unidos). Las muestras se incubaron 
ESPECIE RAZA LUGAR DE ORIGEN 
NÚMERO DE ANIMALES 
EVALUADOS 
Bos indicus 
Brahman Argentina (Buenos Aires y Corrientes) 90 
Nelore Argentina (Tucumán) y Paraguay 35 
Bos taurus 
Criolla 
Argentina (Buenos Aires, Santa Fe, Tucumán, 
Córdoba, Formosa y Santa Cruz) 
41 
Angus Argentina (Buenos Aires) 47 
Hereford 
Argentina (Buenos Aires, Tucumán, 
Santa Fe y Corrientes) 
57 
Holando 
Argentina (Buenos Aires, Córdoba 
y Santa Fe) 
109 
Bos taurus  X 
Bos indicus 
Braford 
Argentina (Corrientes y Tucumán) 
y Paraguay 
32 
Brangus Paraguay 22 
TOTAL 433 
Resultados: Capítulo I 
 
28 
 
30min a 56°C (temperatura óptima de funcionamiento de la proteinasa K) y 
15min a 95°C (inactivación de la enzima). La solución se transfirió a un tubo 
limpio de 1,5ml al que se le agregó 100μl de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
almacenado a 4°C (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) y se mezcló 
por inversión suave para homogeneizar las muestras. La separación de las fases 
se logró mediante la centrifugación a 800xg durante 10min. La fase superior 
(acuosa) se pasó a un tubo limpio de 1,5ml donde se añadieron dos volúmenes 
de etanol 100% y se centrifugó a 12.000xg durante 15min. Posteriormente, el 
precipitado de ADN se lavó dos veces por agregado de 1ml de etanol 70% y 
centrifugación a 12.000xg durante 10min. El precipitado se dejó secar a 
temperatura ambiente y se resuspendió en 50μl de buffer TE (Tris-EDTA) (10mM 
Tris-HCl; 1mM EDTA  -pH 8,0-). Las muestras se mantuvieron a -20°C hasta el 
momento de su uso. 
La concentración del ADN y la estimación de la pureza se determinaron 
por la medida de absorbancia de cada muestra a 260nm y 280nm a través del 
uso de un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000m (Bio-Rad).  
 
3.3. Genotipificación: 
 
Para evaluar los alelos de la población en estudio, se amplificó la porción 
3’UTR del gen SLC11A1 (GenBank U12862) mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR). Se diseñaron 2 pares de cebadores (Applied Biosystems 
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) (Tabla Nº 2) donde cada par permite 
la amplificación de un microsatélite de la región 3’UTR del gen SLC11A1 (Fig. Nº 
8).  
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Fig. Nº 8: Posición de hibridación de los cebadores en la región 3`UTR del gen SLC11A1 bovino. Las bases 
indicadas en color rojo son la zona de hibridación del primer par de cebadores, y las bases subrayadas en azul 
corresponden a las zonas de hibridación del segundo par de cebadores. Las zonas resaltadas indican los 
microsatélites: Ms1 amarillo y Ms2 verde. 
 
 
Como se puede observar en la tabla Nº 2, los cebadores Fw1 y Rv2 se 
hallan marcados con un fluoróforo (NED y 6 FAM, respectivamente) en sus 
extremos 5´, de forma tal que los productos de PCR que cada uno de ellos 
flanquea pueda ser visualizado posteriormente por la técnica de electroforesis 
capilar. 
 
Tabla  Nº 2: Cebadores utilizados para amplificar los dos microsatélites de la región 3’UTR del gen SLC11A1 
bovino. 
 
Par de “cebadores” Nombre Secuencia (5’ – 3’) Recurso 
Par 1 
Fw1 NED_GGATCAGGAGAAGGGGAGGA Esta investigación* 
Rv1 CAGCTTCCAGAACTCCCTGT Esta investigación* 
Par 2 
Fw2 AAGGCAGCAAGACAGACAGG Barthel et al. (2000) 
Rv2 6FAM_ATGGAACTCACGTTGGCTG Barthel et al. (2000) 
* Cebadores elaborados en el transcurso de este trabajo utilizando el programa Primer 3 
(http://frodo.wi.mit.edu/) 
 
La amplificación por PCR de la porción 3’UTR del gen SLC11A1 bovino 
se puso a punto, en una primera instancia, para cada uno de los microsatélites 
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por separado. La amplificación de cada microsatélite en forma individual se 
utilizó para la confirmación de los alelos génicos por secuenciación. Para la 
amplificación del microsatélite 1 (Ms1) se utilizó un volumen final de 15μl 
conteniendo: Buffer de reacción 1X (50mM KCl; 100mM Tris-HCl, pH 9,0 a 25ºC; 
1% Triton X-100); 1,5mM MgCl2, 200μM de cada dNTP (Inbio-HighWay, Tandil, 
Buenos Aires, Argentina);  0,1333μM de los cebadores Fw1 y Rv1, 0,3unidades 
de Taq ADN Polimerasa (Inbio-HighWay); 20ng de templado, y se llevó a 
volumen final con H2O mili-Q. El programa de ciclado consistió en una 
desnaturalización inicial de 5min a 94ºC; 30 ciclos de desnaturalización 45seg a 
94ºC, hibridación de los cebadores 30seg a 58ºC, extensión de la enzima ADN 
polimerasa 45seg a 72ºC; y una extensión final de 15min a 72ºC. Para la 
amplificación del segundo microsatélite (Ms2), en vez de utilizar los cebadores 
Fw1 y Rv1, se emplearon los cebadores Fw2 y Rv2 en una concentración de 
0,08μM; y en el programa de ciclado se modificó la temperatura de hibridación 
de los cebadores a 60ºC. 
Dado que los parámetros de amplificación de ambos microsatélites 
resultaron muy similares se optó por el desarrollo de una reacción en cadena de 
la polimerasa múltiple o PCR multiplex, con el fin de amplificar simultáneamente 
los dos fragmentos de interés en la misma reacción. La PCR multiplex se 
estandarizó en un volumen final de 15μl conteniendo: Buffer de reacción 1X 
(50mM KCl; 100mM Tris-HCl, pH 9,0 a 25ºC; 1% Triton X-100); 1,5mM MgCl2, 
200μM de cada dNTP; 0,2666μM de los cebadores Fw1 y Rv1; y 0,0533μM de 
los cebadores Fw2 y Rv2; 0,4unidades de Taq ADN Polimerasa; 20ng de 
templado, y se llevó a volumen final con H2O mili-Q. Las condiciones de ciclado 
se basaron en una desnaturalización inicial de 5min a 94ºC; 35 ciclos de 
desnaturalización 45seg a 94ºC, hibridación de los cebadores 30seg a 59ºC, 
extensión de la enzima ADN polimerasa 45seg a 72ºC; y una extensión final de 
15min a 72ºC. 
La amplificación de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 se llevó a cabo en 
placas de 96 pocillos, lo que permitió en una misma corrida del termociclador 
procesar mayor número de muestras. Esto, sumado al posterior análisis de los 
productos de PCR en el analizador genético (electroforesis capilar), permiten que 
el trabajo pueda en su conjunto ser automatizado. Por cada placa de 96 pocillos 
que se amplificó por PCR, se emplearon un control positivo y un control negativo; 
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el control positivo correspondía a amplificaciones de templado con genotipo 
conocido y el negativo carecía de templado.  
 
3.3.1. Revelado en geles de agarosa: 
 
La presencia de los productos de PCR se confirmaron mediante una 
corrida electroforética convencional horizontal en geles de agarosa al 1,5% 
(Invitrogen) en buffer TAE 1X (40mM Tris-acetato; 1mM EDTA, pH: 8,0; Ácido 
Acético Glacial 0,001%). Se sembraron 9μl de cada producto de amplificación 
junto con 1μl de buffer de siembra 6X (0,09% bromophenol blue; 0,09% xylene 
cyanol FF; 60% glicerol). El gel se corrió a 95volts por 40min, para visualizarlo se 
sumergió 15min en una solución con bromuro de etidio (0,5μg/ml; Sigma Aldrich, 
St. Louis, Missouri, Estados Unidos) y se observó en un transiluminador 
mediante luz UV (Analizador de imágenes Uvi Tec). 
 
3.3.2. Determinación de los alelos por electroforesis capilar: 
 
Los polimorfismos de los microsatélites 1 y 2 de la región 3’UTR del gen 
SLC11A1 bovino se determinaron por electroforesis capilar en un analizador 
genético (ABI Prism 3130xlGenetic Analyzer, Applied Biosystems). La 
electroforesis capilar es una técnica alternativa de la electroforesis convencional 
que ofrece la ventaja de dar lugar a separaciones del ADN partiendo de 
volúmenes de muestra pequeños con una elevada resolución y rapidez. En esta 
técnica, la cuantificación del tamaño de los fragmentos de ADN o productos de 
PCR se realiza en relación a estándares internos que se añaden a las muestras 
antes de correrlas en el analizador genético. Para esta experiencia y como se 
mencionó anteriormente, los cebadores Fw1 y Rv2 se marcaron con 2 
fluoróforos diferentes (NED y 6 FAM, respectivamente, Tabla N° 5) en sus 
extremos 5´.  
En la presente investigación el equipo utilizado presentaba 16 capilares 
de 36cm de longitud cada uno, rellenos con el polímero POP-7. La mezcla 
conteniendo 1μl del producto de la PCR multiplex, se resuspendió en 10μl de 
formamida y 0,1μl del estándar interno LIZ (Applied Biosystems) en placas de 96 
pocillos. Inmediatamente de finalizada la preparación, las placas se centrifugaron 
2min a 1000xg y se desnaturalizaron (5min a 95ºC) en un termociclador 
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(Eppendorf). Luego de permanecer 3min a 4ºC, se colocaron en el analizador 
automático. 
En los casos en que se detectó por electroforesis capilar un alelo nuevo 
(esto es, no publicado hasta el momento), el mismo fue confirmado a través de 
una nueva amplificación del templado seguida de una nueva corrida 
electroforética en el analizador genético. 
 
3.4. Confirmación de los alelos génicos:  
 
Con el fin de corroborar los picos obtenidos en el analizador genético con 
la longitud del microsatélite (cantidad de repeticiones GTs), se decidió 
secuenciar en ambos sentidos productos de PCR correspondientes a individuos 
homocigotas portadores de los diversos alelos identificados, tanto para el Ms1 
como para el Ms2 (n≥3 animales por genotipo).  
Para llevar a cabo la secuenciación se realizó la amplificación por PCR 
de cada uno de los microsatélites independientemente, utilizando cebadores sin 
la marca fluorescente. Luego se realizó el revelado en geles de agarosa al 1,5%, 
y la posterior purificación de los productos de PCR a través de la utilización de 
un kit comercial (Inbio-HighWay). 
La secuencia nucleotídica se determinó a través de la secuenciación 
directa de los productos de PCR purificados usando la versión 3.1 del kit Big Dye 
terminator (Applied Biosystems) y el analizador genético (ABI Prism 3130xl, 
Applied Biosystems). La longitud del capilar fue de 36cm y el medio de 
separación fue el polímero POP-7 (Applied Biosystems).  
Finalmente, las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el 
programa BioEdit (Hall, 1999). 
 
3.5. Análisis de los resultados:  
 
Para analizar los resultados obtenidos de la electroforesis capilar se 
emplearon herramientas bioinformáticas. En primera instancia, se utilizó el 
programa GeneMapper, que permite analizar los electroferogramas con picos y 
obtener los genotipos (ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). 
Posteriormente se calcularon las frecuencias alélicas y genotípicas, el equilibrio 
de Hardy-Weinberg y el análisis del desequilibrio de ligamiento, utilizando el 
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programa GenePop (Raymond & Rousset,  1995). Las frecuencias haplotípicas 
se estimaron usando el programa Arlequin versión 3.5 (Excoffier & Lischer,  
2010). El número de alelos, la heterocigosidad observada y la esperada, y el 
contenido de información polimórfica (CIP) se calcularon empleando 
Microsatellite toolkit version 3.1.1 (Park, 2001). 
Finalmente, se compararon las distribuciones de frecuencias alélicas y 
genotípicas para el microsatélite 1 y 2 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
entre las especies bovinas analizadas (Bos taurus, Bos indicus y la cruza Bos 
taurus X Bos indicus). Para ello, se llevó a cabo el test exacto de Fisher, 
mediante tablas de contingencia, con el programa GenePop (Raymond & 
Rousset,  1995), utilizando la opción diferenciación poblacional. 
Los gráficos de frecuencias alélicas se realizaron con el programa 
Microsoft Excel (2007). 
 
4. Resultados: 
 
4.1. Detección de alelos: 
  
El producto de amplificación que incluye el Ms1, flanqueado por el par de 
cebadores 1, fue entre 157-163 pares de bases, según la longitud del 
microsatélite. El producto de amplificación que posee el Ms2, comprendido entre 
el par de cebadores 2, varió entre 175-185 pares de bases. Cabe destacar, que 
para el Ms1 se detectaron los alelos 161 y 163, ambos no reportados 
previamente, constituyendo noveles polimorfismos dentro de la región 3´UTR del 
gen SLC11A1. 
La detección de las diversas variantes de la porción 3´UTR se realizó 
mediante electroforesis capilar, previo chequeo de los productos de PCR en 
geles de agarosa al 1.5%. A continuación, en las Fig. Nº 9 y 10 se presentan 
algunos electroferogramas obtenidos, representando los genotipos más 
frecuentes para el microsatélite 1 y 2 respectivamente, cuyos productos de 
amplificación estaban marcados con fluoróforos distintos: 6FAM, azul (Ms1); y 
NED, amarillo (Ms2), cuya representación en los electroferogramas es negro. 
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Fig. Nº 9: Electroferogramas correspondientes a los genotipos homocigota 157/157 (1), homocigota 159/159 (2) 
y heterocigota 157/159 (3) del microsatélite 1 de la región 3´UTR del gen SLC11A1. 
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Fig. Nº 10: Electroferogramas correspondientes a los genotipos homocigota 175/175 (1), homocigota 181/181 
(2), heterocigota 175/177 (3) y heterocigota 175/181 (4) del microsatélite 2 de la región 3´UTR del gen 
SLC11A1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.  Confirmación de los alelos génicos:  
 
La secuenciación de los productos de PCR se llevó a cabo para confirmar 
el número de repeticiones del dinucleótido GT. Para cada microsatélite, al menos 
tres animales homocigotas para cada genotipo encontrado fueron secuenciados, 
es decir, para el Ms1 se secuenciaron animales portadores de los genotipos 
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157/157, 159/159 y 161/161; y para el Ms2 de los genotipos 175/175, 177/177 y 
181/181. El resto de los alelos no fue secuenciado dado que no se encontraron 
animales en homocigosis para dichas variantes. 
Para el Ms1, el análisis de las secuencias confirmó que los alelos 157, 
159 y 161 se correlacionan con la longitud del microsatélite GT10, GT12 y GT13, 
respectivamente. Dada esta correspondencia entre los alelos y la longitud del 
microsatélite, asumimos que el alelo 163 se correlaciona con la longitud del 
microsatélite GT14 (Tabla N°3). 
 
Tabla N° 3: Correspondencia entre alelos y número de repeticiones GTs para el microsatélite 1. 
 
 
En el Ms2, el análisis de las secuencias confirmó que los alelos 175, 177 
y 181 se corresponden a la longitud del microsatélite GT13, GT14 y GT16, 
respectivamente; en concordancia con lo previamente reportado por González et 
al. (2006) y  Paixao et al. (2006).   
 
4.3.  Análisis de los resultados:  
 
Se procedió a la estimación de: las frecuencias alélicas y genotípicas 
para cada microsatélite, las frecuencias haplotípicas, el análisis del desequilibrio 
de ligamiento, el equilibrio de Hardy-Weinberg, el número de alelos, la 
heterocigosidad observada y la esperada, y el contenido de información 
polimórfica (CIP). 
 
4.3.1 Frecuencias genotípicas y alélicas obtenidas para el Ms1 y el Ms2: 
 
El análisis por electroforesis capilar permitió detectar 4 alelos para el 
Ms1, y 6 alelos para el Ms2. Los alelos 157, 159, 161 y 163; y los genotipos 
Alelo Secuencia Nucleotídica (5´- 3´) 
Número 
de GTs 
Recurso 
157 TCAGACAAGGGGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT****ATGTGT 10 
 
Horin et al. (1999) 
159 TCAGACAAGG GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGT 12* 
 
Horin et al. (1999) 
161 TCAGACAAGG GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGT 13 
 
Esta investigación 
163 TCAGACAAGGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGT 14 Esta investigación 
*Para el alelo 159 una sustitución (T vs. G) en el extremo 5´ de las repeticiones en tándem, genera 
variabilidad: cuando en esta posición hay una timina (T) el número de repeticiones del dinucleótido aumenta 
debido a una unidad adicional de GT generada por la sustitución dentro del extremo 5´ (Horin et al., 1999). 
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157/157, 157/159, 157/161,157/163, 159/159, 159/161, 159/163 y 161/161 
fueron revelados para el Ms1. El alelo 159 y el genotipo 159/159 fue el más 
frecuente en todas las razas bovinas evaluadas (Tablas N° 4 y 5). 
 
Tabla N° 4. Frecuencias alélicas obtenidas para el microsatélite 1 de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en las 
razas bovinas estudiadas. 
 
Alelo 
Bos indicus Bos taurus Bos taurus X Bos indicus 
Población total 
Brahman Nelore Criolla Holando Hereford Angus Braford Brangus 
n=90 n=35 n=41 n=109 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433  
157 0,306 0,329 0,049 0,206 0,132 0,053 0,188 0,273 0,197 
159 0,478 0,629 0,951 0,794 0,798 0,947 0,734 0,727 0,739 
161 0,200 0,043   0,070  0,078  0,060 
163 0,017        0,003 
 
 
Tabla N° 5. Frecuencias genotípicas del micosatélite 1 de la región  3’UTR del gen SLC11A1 en las razas 
bovinas evaluadas. 
Genotipo 
Bos indicus Bos taurus Bos taurus X Bos indicus 
Población total 
Brahman Nelore Criolla Holando Hereford Angus Braford Brangus 
n=90 n=35 n=41 n=109 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433 
157/157 0,122 0,086 0,024 0,064 0,035  0,063 0,091 0,065 
157/159 0,244 0,457 0,049 0,285 0,175 0,106 0,187 0,364 0,231 
157/161 0,100 0,029   0,018  0,063  0,030 
157/163 0,022        0,005 
159/159 0,256 0,371 0,927 0,651 0,649 0,894 0,625 0,545 0,591 
159/161 0,189 0,057   0,123  0,031  0,062 
159/163 0,011        0,002 
161/161 0,056      0,031  0,014 
 
Para el Ms2, 6 alelos fueron detectados: 175, 177, 179, 181, 183 y 185. 
El alelo 175 fue el más frecuente en todas las razas bovinas analizadas (Tabla 
N° 6). El genotipo 175/175 fue el más frecuente en las razas bovinas de la 
especie Bos taurus y en las razas cruzas Bos taurus X Bos indicus; mientras que 
el genotipo 175/181 fue el más frecuente en las razas bovinas de la especie Bos 
indicus (Tabla N° 7). 
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Tabla N° 6. Frecuencias alélicas del microsatélite 2 en la región 3’UTR del gen  SLC11A1 en las razas bovinas 
analizadas. 
 
Alelo 
Bos indicus Bos taurus Bos taurus X Bos indicus 
Población total 
Brahman Nelore Criolla Holando Hereford Angus Braford Brangus 
n=90 n=35 n=41 n=109 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433 
175 0,478 0,600 0,976 0,982 0,974 0,957 0,766 0,705 0,812 
177 0,078 0,057 0,024 0,018  0,043 0,063 0,023 0,038 
179 0,033    0,009  0,016  0,009 
181 0,322 0,243   0,018  0,156 0,250 0,113 
183 0,089       0,023 0,020 
185  0,100       0,008 
 
 
Tabla N° 7. Frecuencias genotípicas del microsatélite 2 de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en las razas 
bovinas estudiadas. 
 
Genotipo 
Bos indicus Bos taurus 
Bos taurus X 
Bos indicus Población total 
Brahman Nelore Holando Criollo Hereford Angus Braford Brangus 
n=90 n=35 n=109 n=41 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433 
175/175 0,211 0,286 0,963 0,976 0,947 0,915 0,531 0,500 0,691 
175/177 0,067 0,114 0,037   0,085 0,125 0,045 0,053 
175/179 0,011    0,018  0,031  0,007 
175/181 0,344 0,343   0,035  0,313 0,319 0,143 
175/183 0,111       0,045 0,025 
175/185  0,171       0,014 
177/177    0,024     0,002 
177/181 0,067        0,014 
177/183 0,022        0,005 
179/181 0,056        0,012 
181/181 0,067   0,057    0,091 0,023 
181/183 0,044        0,009 
181/185    0,029     0,002 
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4.3.2. Frecuencias haplotípicas de la región 3’UTR del gen SLC11A1: 
 
Las frecuencias haplotípicas se estimaron usando el programa Arlequin. 
En el total de la población evaluada, 14 haplotipos fueron estimados. El mayor 
número de haplotipos se encontró en las razas Bos indicus, mientras el menor 
número de haplotipos se observó en las razas Bos taurus. El haplotipo 159-175 
fue el más frecuente en todas las razas bovinas evaluadas. Este haplotipo se 
correlaciona con 12 repeticiones GTs para el Ms1 y con 13 repeticiones GTs 
para el Ms2. El haplotipo 157-181 (10 repeticiones GTs para el Ms1 y 16 GTs 
para el Ms2) fue el segundo haplotipo más frecuente en las razas Bos indicus y 
en Brangus; mientras el haplotipo 157-175 (10 repeticiones GTs para el Ms1 y 13 
GTs para el Ms2) fue el segundo más frecuente en las razas Bos taurus y en 
Braford (Tabla N° 8). 
 
Tabla N° 8. Frecuencia de haplotipos encontrados en la región 3’UTR del gen SLC11A1 en las razas de 
bovinos analizadas. 
 
Haplotipo Bos indicus Bos taurus 
Bos taurus X 
Bos indicus 
Total 
Definición 
Núm 
deGTn* 
Brahman Nelore Criolla Holando Hereford Angus Braford Brangus 
(Ms1-Ms2) (Ms1-Ms2) n=90 n=35 n=41 n=109 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433 
157   175 10 - 13 0,011 0,043 0,024 0,206 0,132 0,053 0,109 0,068 0,095 
157   177 10 - 14 0,006 0,000 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 
157   181 10 - 16 0,200 0,186 0,000 0,000 0,000 0,000 0,078 0,182 0,072 
157   183 10 - 17 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023 0,020 
157   185 10 - 18 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 
159   175 12 - 13 0,339 0,543 0,951 0,775 0,772 0,904 0,594 0,636 0,676 
159   177 12 - 14 0,006 0,029 0,000 0,018 0,000 0,043 0,063 0,023 0,018 
159   179 12 - 15 0,033 0,000 0,000 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000 0,008 
159   181 12 - 16 0,100 0,057 0,000 0,000 0,018 0,000 0,078 0,068 0,037 
161   175 13 - 13 0,128 0,014 0,000 0,000 0,070 0,000 0,063 0,000 0,042 
161   177 13 - 14 0,050 0,029 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,013 
161   179 13 - 15 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,016 0,000 0,001 
161   181 13 - 16 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 
163   177 14 - 14 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 
* Número de la repetición del dinucleótido GTn estimado  
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4.3.3. Análisis del desequilibrio de ligamiento: 
 
El análisis del desequilibrio de ligamiento, analizado con el programa 
GenePop, se llevó a cabo a través de todas las razas bovinas estudiadas con el 
fin de evaluar si las frecuencias genotípicas del Ms1 eran independientes de las 
frecuencias genotípicas del Ms2. El valor del X2 obtenido fue infinito y el valor P 
fue altamente significativo, lo que indica que los dos microsatélites de la región 
3´ UTR del gen SLC11A1 están en desequilibrio de ligamiento.   
 
4.3.4. Análisis poblacional: 
 
Para ambos loci analizados (Ms1 y Ms2), la raza Brahman fue la que 
presentó mayor número de alelos; mientras que las razas Criolla, Holando y 
Angus mostraron el menor número de alelos (Tabla N° 9). El de contenido 
información polimórfica (CIP) estuvo en el rango de 0,088 (en la raza Criolla) a 
0,57 (en Brahman) para el Ms1, y de 0,035 (Holando) a 0,595 (Brahman) para el 
Ms2. 
El análisis del equilibrio Hardy-Weinberg para el Ms1 de la región 3´ UTR 
del gen SLC11A1 se analizó para cada raza bovina y se encontró en equilibrio 
en todas las razas, excepto en Braford; mientras que para el Ms2 se encontró en 
equilibrio en todas las razas, excepto en Criolla. La heterocigosis observada 
(HO) estuvo en el rango de 0,049 y 0,000 (en la raza Criolla) a 0,567 y 0,722 (en 
Brahman) para el Ms1 y Ms2, respectivamente. La heterocigosis esperada (HE) 
estuvo en el rango de 0,094 (en la raza Criolla) a 0,642 (en Brahman) para el 
Ms1, y 0,036 (Holando) a 0,656 (en Brahman) para el Ms2. 
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Tabla N° 9. Contenido de información polimórfica, heterocigosis observada y esperada, y equilibrio Hardy-
Weinberg para el  microsatélite 1 y 2 de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en las razas de bovinos estudiadas. 
 
Locus 
Bos indicus Bos taurus 
Bos taurus X 
Bos indicus Población 
total 
Brahman Nelore Criollo Holando Hereford Angus Braford Brangus 
n=90 n=35 n=41 n=109 n=57 n=47 n=32 n=22 n=433 
Microsatélite 1 
Número de 
alelos 
4,000 3,000 2,000 2,000 3,000 2,000 3,000 2,000 4,000 
CIP 0,570 0,408 0,088 0,274 0,312 0,096 0,375 0,318 0,364 
P-HW
b
 0,442 0,874 0,073 0,234 0,464 1,000 0,018 0,624 - 
HO
c
 0,567 0,543 0,049 0,284 0,316 0,106 0,281 0,364 0,330 
HE
d
 0,642 0,502 0,094 0,329 0,344 0,102 0,426 0,406 0,412 
Microsatélite 2 
Número de 
alelos 
5,000 4,000 2,000 2,000 3,000 2,000 4,000 4,000 5,000 
CIP
a
 0,595 0,514 0,046 0,035 0,051 0,078 0,352 0,377 0,307 
P-HW
b
 0,406 0,722 0,013 1,000 1,000 1,000 0,606 0,778 - 
HO
c
 0,722 0,657 0,000 0,037 0,053 0,085 0,469 0,409 0,284 
HE
d
 0,656 0,576 0,048 0,036 0,052 0,082 0,391 0,450 0,327 
a
 Contenido de información polimórfica 
b 
Valor de Probabilidad para el equilibrio Hardy-Weinberg 
c
 Heterocigosis Observada 
d
 Heterocigosis Esperada 
 
4.3.5. Comparación de la frecuencia de distribución de los polimorfismos de la 
región 3´ UTR del gen SLC11A1 entre las especies bovinas estudiadas: 
 
Con el fin de determinar si la distribución de las frecuencias alélicas y 
genotípicas observadas para ambos microsatélites de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1 difieren entre las especies bovinas analizadas (Bos taurus, Bos indicus 
y la cruza Bos taurus X Bos indicus) se llevó a cabo el test exacto de Fisher con 
el programa GenePop (Raymond & Rousset, 1995). Se compararon las 
frecuencias alélicas para el microsatélite 1 y 2 de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1 en las especies bovinas estudiada (Fig. N° 11 y 12, respectivamente) y 
también las frecuencias genotípicas. Diferencias muy significativas (p<0,0001) 
en la distribución de las frecuencias alélicas y genotípicas entre las especies 
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bovinas estudiadas fueron detectadas tanto para el Ms1 como para el Ms2 de la 
porción 3´ UTR del gen SLC11A1. 
 
Fig. N° 11. Distribución de las frecuencias alélicas para el microsatélite 1 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
en las especies bovinas estudiadas: Bos taurus, Bos indicus y la cruza Bos taurus X Bos indicus. 
 
 
 
Fig. N° 12. Distribución de las frecuencias alélicas para el microsatélite 2 de la porción 3´ UTR del gen 
SLC11A1 en las especies bovinas estudiadas: Bos taurus, Bos indicus y la cruza Bos taurus X Bos indicus. 
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5. Discusión y conclusiones: 
 
El gen SLC11A1 ha sido objeto de estudio desde el momento en que se 
asociaron ciertos polimorfismos del gen con el fenotipo de resistencia a la 
infección por patógenos bacterianos intracelulares en murinos (Vidal et al., 
1995). A partir de este hallazgo, se han identificado homólogos del gen SLC11A1 
murino en organismos genéticamente distantes (Cellier et al., 1996); y se ha 
estudiado su posible rol en la resistencia (R) o susceptibilidad (S) a diversas 
enfermedades. En los bovinos, en la región 3´ UTR de dicho gen existen 2 
microsatélites, que a lo largo de este trabajo denominados como microsatélite 1 
(Ms1) y microsatélite 2 (Ms2). En el presente capítulo, se estudió la frecuencia 
de distribución de los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 en la 
población de bovinos principalmente de la República Argentina. 
La genotipificación de ambos microsatélites de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1 se realizó en 8 razas bovinas presentes en el país (n= 433 animales); 
detectándose cuatro alelos para el Ms1, y seis para el Ms2. En la población total, 
es decir cuando todas las razas fueron agrupadas, el genotipo que se presentó 
con mayor frecuencia para el Ms1 fue el 159/159 (0,591), correspondiente a 
individuos homocigotas GT12. En  segundo lugar se presentó el genotipo 157/159 
(0,231), correspondiente a individuos heterocigotas GT10/GT12. El genotipo 
157/157, correspondiente a homocigotas GT10, se exhibió en baja frecuencia 
(0,065).  
El alelo 159 ha sido asociado con el fenotipo de resistencia natural a la 
brucelosis bovina, mientras que el resto se ha asociado con susceptibilidad 
(Martinez et al., 2008a y 2010). En esos estudio, la genotipificación del Ms1 se 
realizó mediante la técnica de SSCP (Single-strand conformation polymorphism 
analisis) en bovinos Brahman (Bos indicus), Criollo Colombiano Blanco 
OrejiNegro (Bos taurus) (Martinez et al., 2008a y 2010) y cruza Bos taurus X Bos 
indicus (Martinez et al., 2008a), y se detectaron los dos alelos previamente 
reportados (Horin et al., 1999). Coincidentemente con esos estudios, el genotipo 
159/159 mostró la mayor frecuencia en todas las razas analizadas; en 
desacuerdo, el genotipo 157/157 se detectó en casi todas las raza analizadas 
(excepto en Angus), no sólo en razas Bos indicus. 
En este trabajo, se encontraron los genotipos 157/161, 157/163, 159/161, 
159/163 y 161/161, los cuales, al igual que los alelos 161 y 163, constituyen 
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noveles descubrimientos informados en el transcurso de este trabajo (Hasenauer 
et al., 2013). Es interesante destacar que el nuevo genotipo 159/161 mostró una 
frecuencia mayor en las razas Brahman y Hereford que el genotipo 157/157. 
Siguiendo la correlación observada para los otros alelos entre el tamaño 
del fragmento amplificado (por electroforesis capilar) con la cantidad de 
repeticiones del dinucleótido GT (obtenidos por secuenciación), asumo que el 
fragmento de 163 pb tiene una longitud del microsatélite de 14 repeticiones del 
dinucleótido GT (GT14). Este alelo fue detectado únicamente en la raza Brahman, 
aunque con una frecuencia alélica muy baja (0,017).  
La detección de estos nuevos polimorfismos, previamente no reportados, 
podrían deberse a la mayor sensibilidad y reproducibilidad de la electroforesis 
capilar en comparación a la técnica SSCP. 
Una diferencia muy significativa en la distribución de las frecuencias tanto 
alélicas como genotípicas del Ms1 (p<0,0001) fue detectada entre las razas 
índicas (Bos indicus), las razas europeas (Bos taurus) y las razas cruzas de 
ambas. Evaluando las diferencias entre especies, la especie Bos indicus fue la 
que presentó una distribución de sus frecuencias alélicas y genotípicas más 
heterogénea, mientras que la especie Bos taurus presentó la mayor 
homogeneidad y las cruzas alcanzaron valores intermedios.  
Para el Ms2, en la población total, el genotipo que se observó con mayor 
frecuencia fue el 175/175 (0,691), correspondiente a individuos homocigotas 
para el microsatélite GT13. Este genotipo ha sido previamente asociado con el 
carácter de resistencia natural a la infección por Brucella abortus en bovinos 
(Adams & Templeton, 1998; Barthel et al., 2001). En  segundo lugar se presentó 
el genotipo 175/181 (0,143), correspondiente a individuos heterocigotas 
GT13/GT16. La alta frecuencia del genotipo 175/175 coincide con lo publicado 
previamente (González et al., 2006 y Paixao et al., 2006). La raza Brahman fue 
la que presentó una distribución de frecuencias genotípicas más heterogéneas. 
Las razas de la especie Bos indicus fueron las únicas en la que la mayor 
frecuencia no se presentó para el genotipo 175/175, que ocupó el segundo lugar 
(0,211 en Brahman y 0,286 en Nelore), sino para el genotipo 175/181 (0,344 en 
Brahman y 0,343 en Nelore). Este orden en las frecuencias de distribución 
genotípicas obtenidas coincide con lo reportado anteriormente por González et 
al. (2006) para la misma especie en Colombia; sin embargo, difiere de lo 
reportado por Paixao et al. (2006) que no detectaron el alelo 181 en la especie 
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Bos indicus y encuentran el genotipo 175/179 en mayor proporción para este 
especie.  
Una diferencia muy significativa en la distribución tanto de las frecuencias 
alélicas como genotípicas del Ms2 (p<0,0001) también fue detectada entre las 
razas índicas, las europeas y las razas cruzas de ambas. Al igual que para el 
Ms1, las razas europeas (Bos taurus) presentaron la menor diversidad genética 
para el Ms2. Sólo dos genotipos se detectaron para las razas Angus, Criolla y 
Holando. En esta última, se identificó el alelo 177 en cuatro animales (3,7 %), lo 
que resultó inesperado dado que los estudios previos habían encontrado que el 
genotipo 175/175 estaba fijado (1,00) en el 100 % de la población Holando 
analizada (González et al., 2006; Paixao et al., 2006). Los resultados obtenidos 
en esta investigación podrían deberse al mayor número de bovinos Holando 
estudiados (n=109) que los reportes previos y a la mayor sensibilidad de la 
electroforesis capilar en comparación a la técnica SSCP. 
Las frecuencias genotípicas obtenidas en este estudio para el Ms2, para 
la especie Bos indicus y sus cruzas, difieren con lo informado por Kumar et al. 
(2005), quienes al genotipificar por SSCP encontraron fijado el genotipo 175/175.  
Las diferencias muy significativas detectadas en las frecuencias de 
distribución de los polimorfismos de ambos microsatélites de la región 3´ UTR 
del gen SLC11A1, entre las razas índicas (Bos indicus), las razas europeas (Bos 
taurus) y sus cruzas en este trabajo, coincide con lo publicado anteriormente 
(González et al., 2006; Paixao et al., 2006; Martínez et al., 2008). La alta 
frecuencia del alelo 175 en las razas Bos taurus, especialmente Holando, podría 
deberse a la cría selectiva prolongada, con la cual se han seleccionado para 
características productivas a estas razas por cientos de años (Paixao et al., 
2006). A su vez, la mayor variabilidad alélica encontrada en las razas 
pertenecientes a Bos indicus podría deberse a que estas razas son originarias 
de India, donde el ganado históricamente se crió casi completamente libre, con 
una presión de selección no significativa (Paixao et al., 2006). 
Los resultados de este capítulo se ha demostrado una diferencia muy 
significativa en la distribución de los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1 entre las especies bovinas y entre las razas índicas, las razas cruzas y 
las europeas. Coincidentemente, para ambos microsatélites, se encontró la 
mayor variabilidad alélica en las razas bovinas pertenecientes a la especie Bos 
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indicus, una  variabilidad intermedia en las razas resultantes de cruzas, y la 
menor variabilidad en las razas Bos taurus.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo II 
 
Determinación del grado de asociación entre los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3´ UTR del 
gen SLC11A1 con la ausencia o presencia de infección 
natural por Brucella abortus y Mycobacterium bovis en 
Bos taurus 
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1. Breve introducción: 
 
1.1. Diagnóstico de brucelosis y tuberculosis bovina: 
 
La brucelosis y la tuberculosis bovina son infecciones bacterianas 
intracelulares, zoonóticas y de amplia distribución mundial, que ocasionan 
graves pérdidas económicas en el sistema productivo e impactan negativamente 
en la salud pública. 
El diagnóstico de brucelosis bovina se basa principalmente en pruebas 
serológicas: antígeno tamponado en placa (BPA) como test de screening; test de 
sero-aglutinación lenta en tubo (SAT), 2-mercapto etanol (2-ME), ensayo de 
polarización de fluorescencia y ELISA competitivo, como pruebas confirmatorias 
y fijación de complemento como prueba definitiva (SENASA, 2009). Siguiendo el 
régimen de vacunación oficial (obligatoria para todas las terneras de 3 a 8 meses 
de edad con una única dosis de Brucella abortus S19 -SENASA, 2002-), las 
hembras deben ser negativas a las pruebas serológicas a partir de los 18 meses 
de edad; de lo contrario, se las considera como infectadas y deben ser 
destinadas a faena. 
En la República Argentina, el diagnóstico de tuberculosis bovina se 
realiza mediante la prueba de tuberculinización anocaudal, procediendo a la 
eliminación de los reaccionantes positivos (SENASA, 1999). La prueba de 
tuberculina intradérmica consiste en la aplicación de un derivado proteico 
purificado (PPD) del Mycobacterium bovis en el pliegue anocaudal, evaluándose 
a las 72h por el grado de respuesta de hipersensibilidad del tipo retardada (Fig. 
N° 13). La  prueba tuberculínica PPD detecta al animal como positivo, pero no 
diferencia aquel bovino que solamente tuvo contacto con el antígeno y contuvo la 
infección, del animal enfermo. La sensibilidad tuberculínica tiende a disminuir a 
medida que las lesiones progresan y toda la sensibilidad puede desaparecer en 
las etapas avanzadas de la enfermedad. Otras causas de anergia son la 
infección muy reciente (período de incubación) y causas fisiológicas, como la 
preñez avanzada (SENASA, 2000). 
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Fig. N°13: Animal con reacción PPD positiva (Imagen tomada durante las tuberculinizaciones efectuadas por 
los responsables del laboratorio de tuberculosis del Instituto de Patobiología del CICVyA, INTA Castelar). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2. Estudios previos de asociación: 
 
En gran medida, el avance en el conocimiento sobre resistencia a 
patógenos bacterianos intracelulares en especies de interés pecuario se ha 
llevado a cabo a través de estudios de casos-controles en genes candidatos. 
Estos estudios se basan en comparar los genomas de los animales infectados 
(casos) con los animales no infectados (controles) para encontrar variantes 
alélicas que segreguen y se asocien al estatus de infección. El diseño óptimo  
debería basarse en una raza muestreada en pocos rodeos, permitiendo más 
homogeneidad entre casos y controles (Allen et al., 2010).  
Previamente se han publicado estudios de casos-control para estudiar la 
asociación entre los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la 
infección natural a brucelosis (Boriello et al., 2006; Capparrelli et al., 2007a y 
2007b en búfalos; Paixao et al., 2007 en bovinos, Iacoboni et al., 2014 en 
caprinos), y a paratuberculosis (Pinedo et al.,  2009 en bovinos; Korou et al., 
2010 en caprinos). En todos estos trabajos, se evaluaron grupos de animales 
con alta prevalencia a las infecciones y tanto casos como controles compartían 
el mismo ambiente, asumiendo que eran homogéneos en términos de exposición 
al patógeno. Para tuberculosis bovina, en cambio, los dos estudios previos que 
evaluaron la asociación con las variantes de la porción 3´ UTR del gen SLC11A1 
no realizaron estudios casos-controles, sino que trabajaron con animales 
provenientes de diversos rodeos y localidades en el momento de la faena en 
frigoríficos (Barthel et al., 2000; Kadarmideen et al., 2011). 
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2. Objetivo específico: Determinar el grado de asociación entre los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la 
ausencia de infección natural por Brucella abortus y Mycobacterium bovis en 
bovinos Bos taurus. 
 
3.   Materiales y Métodos: 
 
3.1. Detección y genotipificación de rodeos bovinos serológicamente positivos a 
brucelosis: 
 
El estudio se realizó sobre dos rodeos bovinos de la especie Bos taurus 
(n=143) de la región pampeana. Ambos rodeos presentaban alta prevalencia a 
brucelosis (Tabla N° 10) y signos clínicos compatibles con la enfermedad 
(abortos). Las muestras se extrajeron de hembras mayores de 18 meses y 
vacunadas contra brucelosis bovina según legislación vigente (SENASA, 2002) y 
con animales machos mayores de 6 meses no vacunados. En cada rodeo, casos 
y controles habían compartido el mismo ambiente y se estimó que estuvieron 
igualmente expuestos a la infección por Brucella abortus. 
Se clasificaron como serológicamente negativos (o controles) a aquellos 
bovinos negativos a la prueba serológica tamiz BPA, y como positivos (o casos) 
a aquellos animales con resultados positivos a BPA, a SAT y 2-ME. Aquellos 
animales con resultados positivos a BPA pero no confirmados por SAT y 2-ME 
no fueron incluidos en el estudio de asociación. 
Se procedió a la recolección de muestras de pelo de los animales 
seleccionados, se aisló el ADN genómico a partir del bulbo piloso y ambos 
microsatélites de la región 3’UTR del gen SLC11A1 se amplificaron mediante la 
técnica PCR multiplex descrita en el capítulo I. Los polimorfismos se 
determinaron por electroforesis capilar y se calcularon las frecuencias alélicas y 
genotípicas. 
 
 
 
 
 
 
Resultados: Capítulo II 
 
51 
 
Tabla N° 10. Tamaño de la muestra y resultados serológicos en rodeos bovinos positivos a brucelosis. 
 
Rodeo Región Producción 
Número total 
de animales 
Animales positivos 
(BPA & SAT/2-ME) 
Prevalencia de 
brucelosis (%) 
1 Hughes, Santa Fe Cárnica 74 25 33,78 
2 Vedia, Buenos Aires Lechera 69 29 42,03 
Total 143 54 37,76 
BPA: antígeno tamponado en placa  
SAT/ 2-ME: sero-aglutinación lenta en tubo / 2-mercapto etanol  
 
3.2. Identificación y genotipificación de bovinos positivos a la prueba de 
tuberculinización anocaudal (PPD):  
 
El estudio de asociación entre las variantes genotípicas de la región 
3’UTR del gen SLC11A1 con la ausencia/presencia de infección natural por 
Mycobacterium bovis se llevó a cabo en un rodeo bovino declarado libre de 
brucelosis, de la localidad de Arias en Córdoba. Este rodeo tenía casos 
confirmados de tuberculosis, por aislamiento del agente y muestras de leche 
positivas a PCR (detectados por el laboratorio de tuberculosis del Instituto de 
Patobiología del CICVyA, INTA Castelar). En el rodeo, todos los animales habían 
compartido el mismo ambiente y se estimó que serían homogéneos en términos 
de exposición a la infección por Mycobacterium bovis. 
Para clasificar los animales en infectados (o casos) y no-infectados (o 
controles), se utilizó la prueba de tuberculinización anocaudal -PPD- (SENASA, 
1999), aplicada por los profesionales del laboratorio anteriormente mencionado. 
Se trabajó con un total de 375 bovinos de la raza Holando (Bos taurus), mayores 
de 18 meses. Los casos (n=161) eran todos los animales positivos para la 
prueba de tuberculinización, mientras que el grupo control (n=214) estaba 
compuesto por animales negativos a la misma prueba que fueron seleccionados 
al azar del rodeo general de aproximadamente 2.000 bovinos.  
Se recolectaron muestras de pelo de los bovinos seleccionados y a partir 
del bulbo piloso se realizó la extracción del material genético y la posterior 
amplificación por PCR multiplex. Los polimorfismos de la región 3’UTR del gen 
SLC11A1 se detectaron por electroforesis capilar y se procedió al cálculo de las 
frecuencias alélicas y genotípicas. 
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3.3. Determinación del grado de asociación:  
 
El grado de asociación (p<0.05) entre los polimorfismos de los 
microsatelites en la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la ausencia / presencia 
de anticuerpos anti brucela o reacción intradérmica se analizó a través del Test 
Exacto de Fisher, utilizando el programa InfoStat (Rienzo et al., 2015).  
 
4. Resultados: 
4.1. Genotipificación de rodeos bovinos serológicamente positivos a brucelosis:  
La genotipificación de los microsatélites de la región 3’ UTR del gen 
SLC11A1 en los rodeos bovinos serológicamente positivos a brucelosis mostró la 
presencia de cuatro genotipos (157/157, 157/159, 159/159 y 159/161) para el 
Ms1, y de dos genotipos (175/175 y 175/177) para el Ms2 (Tabla N° 11). El alelo 
159 para el Ms1 y el alelo 175 para el Ms2 presentaron las frecuencias más 
altas, tanto en el grupo de animales positivos como en el de negativos (Tabla N° 
12). 
 
Tabla N° 11. Frecuencias genotípicas de ambos microsatélites de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en rodeos 
bovinos Bos taurus con serología positiva a brucelosis.  
 
Genotipos 
Respuesta inmune a brucelosis (número de bovinos) 
Rodeo: Hughes, Santa Fe 
Producción cárnica 
Rodeo Vedia, Buenos Aires 
Producción lechera 
Total 
Frecuencia 
Presencia de 
anticuerpos 
Frecuencia 
Presencia de 
anticuerpos 
Frecuencia 
Presencia de  
anticuerpos  
Positiva  
(25) 
Negativa 
(49) 
Positiva 
(29) 
Negativa 
(40) 
Positiva  
(54) 
Negativa 
(89) 
Microsatélite 1 
157/157 0,013 1 0 0,044 2 1 0,028 3 1 
157/159 0,257 5 14 0,304 11 10 0,280 16 24 
159/159 0,689 18 33 0,652 16 29 0,671 34 62 
159/161 0,041 1 2 0,000 0 0 0,021 1 2 
Microsatélite 2 
175/175 0,946 24 46 1,000 29 40 0,972 53 86 
175/177 0,054 1 3 0,000 0 0 0,028 1 3 
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Tabla N° 12. Frecuencias alélicas del microsatélite 1 y 2 de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en rodeos 
bovinos seropositivos a brucelosis. 
 
Frecuencias alélicas de la región 3´ UTR gen SLC11A1 
Alelos 
Rodeo: Hughes, Santa Fe 
Producción cárnica 
Rodeo Vedia, Buenos Aires 
Producción lechera 
Total 
Total Positivos Negativos Total Positivos Negativos Total Positivos Negativos 
Microsatélite 1 
157 0,142 0,140 0,143 0,196 0,259 0,150 0,168 0,204 0,146 
159 0,838 0,840 0,837 0,804 0,741 0,850 0,822 0,786 0,843 
161 0,020 0,020 0,020 0,000 0,000 0,000 0,010 0,010 0,011 
Microsatélite 2 
175 0,973 0,980 0,969 1,000 1,000 1,000 0,986 0,990 0,983 
177 0,027 0,020 0,031 0,000 0,000 0,000 0,014 0,010 0,017 
 
4.2. Genotipificación rodeo bovino positivo a tuberculosis:  
 
Por electroforesis capilar, en los rodeos bovinos positivos a tuberculosis 
se detectaron tres genotipos (157/157, 157/159 and 159/159) para el Ms1 y dos 
genotipos (175/175 and 175/179) para el Ms2 (Tabla N° 13). Al igual que para 
los rodeos bovinos positivos a brucelosis, el alelo 159 (Ms1) y el alelo175 (Ms2) 
presentaron las frecuencias más altas (Tabla N° 14). 
 
Tabla N° 13. Frecuencias genotípicas del microsatélite 1 y 2 de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en rodeos 
bovinos positivos a  la prueba PPD. 
 
Respuesta inmune a tuberculosis (número de bovinos) 
Genotipos 
Rodeo Arias, Córdoba- Producción lechera- 
Frecuencia PPD Positiva (161) PPD Negativa (214) 
Microsatélite 1 
157/157 0,064 9 15 
157/159 0,349 60 71 
159/159 0,587 92 128 
Microsatélite 2 
175/175 0,989 159 212 
175/179 0,011 2 2 
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Tabla N° 14. Frecuencias alélicas de ambos microsatélites de la región 3’UTR del gen SLC11A1 en rodeos 
bovinos con casos de PPD positiva. 
 
Frecuencias alélicas de la región 3´ UTR gen SLC11A1 
Alelos 
Rodeo Arias, Córdoba -Producción lechera- 
PPD Positiva PPD Negativa Total 
Microsatélite 1 
157 0,242 0,236 0,239 
159 0,758 0,764 0,761 
Microsatélite 2 
175 0,994 0,995 0,995 
179 0,006 0,005 0,005 
 
4.3. Estudio de asociación in vivo:  
 
Con el fin de determinar el grado de asociación entre los polimorfismos 
de los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la 
ausencia/presencia de anticuerpos anti brucela o reacción intradérmica 
positiva/negativa se llevó a cabo el Test Exacto de Fisher. 
Para el Ms1, el genotipo 159/159 ha sido previamente asociado con la 
resistencia natural a B. abortus en bovinos, mientras que los otros genotipos han 
sido asociados con la susceptibilidad (Martínez et al., 2008a y 2010). De a 
cuerdo a esto, los animales se re-agruparon en “genéticamente R” (genotipo 
159/159) ó “genéticamente S” (genotipos no 159/159) a la infección natural por 
B. abortus o M. bovis. El análisis estadístico no detectó diferencias significativas 
(p>0,05) cuando los genotipos del Ms1 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
fueron evaluados ni en los rodeos positivos a brucelosis (Tabla N°15), ni a 
tuberculosis (Tabla N°16). Tampoco se encontraron diferencias significativas 
(p>0,05) cuando los alelos del Ms1 fueron analizados (resultados no mostrados). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados: Capítulo II 
 
55 
 
Tabla N° 15. Asociación entre genotipos resistentes (159/159) y susceptibles (no 159/159) del microsatélite 1 
(Ms1) de la región 3´UTR del gen SLC11A1 bovino con la respuesta inmunológica positiva o negativa a 
brucelosis. 
 
Genotipos 
 Ms1 
Respuesta inmune a brucelosis (número de bovinos) 
Rodeo: Hughes, Santa Fe 
Producción cárnica 
Rodeo Vedia, Buenos Aires 
Producción lechera 
TOTAL 
Positiva Negativa  Positiva Negativa  Positiva Negativa  
Resistente
a
 18 33 
p=0,793 
16 29 
p=0,200 
34 62 
p=0,464 
 
Susceptible
b
 7 16 13 11 20 27 
Total 25 49  29 40  47 96  
a
 Genotipo Resistente: 159/159 
b 
Genotipo Susceptible: no 159/159  
 
 
Tabla N° 16. Relación entre genotipos resistentes (159/159) y susceptibles (no 159/159) del microsatélite 1 
(Ms1) de la porción 3´UTR del gen SLC11A1 bovino y la respuesta inmune positiva o negativa a tuberculosis. 
 
Genotipos Ms1 
Respuesta inmune a tuberculosis (número de bovinos) 
Rodeo: Arias, Córdoba - Producción lechera- 
PPD Positiva PPD Negativa   
Resistente 
a
 92 128 
p=0,672 
Susceptible 
b
 69 86 
Total 161 214  
a
 Genotipo Resistente: 159/159 
b 
Genotipo Susceptible: no 159/159  
 
 
Respecto al Ms2, el genotipo 175/175 ha sido previamente asociado con 
la resistencia natural a B. abortus en bovinos (Adams & Templeton 1998, Barthel  
et al., 2001). Al re-clasificar a los animales en “genéticamente R” (genotipo 
175/175) ó “genéticamente S” (genotipos no 175/175) a la infección natural a B. 
abortus o M. bovis, sólo una minoría de bovinos perteneció al segundo grupo 
debido a la alta frecuencia del “genotipo R” tanto en los rodeos con casos 
positivos a brucelosis como a tuberculosis.  
El test estadístico no detectó diferencias significativas al evaluar los 
genotipos del Ms2 de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 con la presencia o 
ausencia de brucelosis bovina ni en los rodeos cárnicos (p>0,999) ni en los 
lecheros (p=1,000). Tampoco se encontraron diferencias significativas con la 
presencia o ausencia de tuberculosis bovina (p>0,999). Al igual que para el Ms1, 
no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los alelos del Ms2 y el 
estatus de infección por B. abortus y M. bovis. 
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5. Discusión y conclusiones:  
 
En este capítulo se evaluó el grado de asociación de los polimorfismos 
presentes en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la 
ausencia o presencia de infección por Brucella abortus y Mycobacterium bovis, 
en bovinos Bos taurus provenientes de rodeos con alto riesgo de infección 
natural por brucelosis y tuberculosis, según correspondiera. Para identificar 
animales infectados por B. abortus o M. bovis se tomaron los resultados de las 
pruebas serológicas confirmatorias y de la tuberculización, respectivamente. 
Como fue mencionado, el resultado positivo en alguna de las pruebas 
serológicas confirmatorias autorizadas por SENASA para diagnosticar la 
brucelosis bovina en hembras de más de 18 meses de edad, y de la prueba de 
tuberculina, son indicadores de infección por brucelosis y tuberculosis, 
respectivamente. Los resultados obtenidos muestran que en las poblaciones 
evaluadas no se encontró asociación entre los genotipos y alelos estudiados con 
ausencia o presencia de infección para ambos patógenos. 
La asociación entre la resistencia natural a los patógenos bacterianos 
intracelulares con los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 está 
bien definida en algunas especies (Boriello et al., 2006; Capparelli et al., 2007a y 
2007b en búfalos; Korou et al., 2010; Taka et al., 2013; Iacoboni et al., 2014 en 
caprinos), pero  arroja resultados contradictorios en los bovinos.  
El trabajo realizado en el presente capítulo es el primer estudio caso-
control en el que se evaluó la participación de los genotipos y alelos del Ms1 de 
la región 3´ UTR del gen SLC11A1 con la ausencia o presencia de infección por 
Brucella abortus y Mycobacterium bovis en bovinos. Previamente, dos estudios 
establecieron una asociación entre el genotipo 159/159 del Ms1 y la resistencia 
natural a la infección con B. abortus. La asociación estuvo basada en los 
resultados de ensayos in vitro, en los cuales los macrófagos de bovinos Bos 
taurus, Bos indicus y cruza Bos taurus X Bos indicus portadores del genotipo 
homocigota 159/159 para el Ms1 restringieron la multiplicación intracelular de 
una cepa virulenta de Brucella abortus (Martínez et al., 2008a y 2010). 
Curiosamente, no hay hasta el momento ninguna publicación donde se evalúe el 
grado de asociación de los polimorfismos del Ms1 con la resistencia natural a la 
infección por M. bovis o algún otro patógeno intracelular en bovinos. Profundizar 
esta línea de trabajo ayudará a confirmar o no los resultados obtenidos aquí y 
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así definir el rol que cumplen determinados alelos del Ms1 en la resistencia a las 
infecciones naturales por patógenos bacterianos intracelulares en los bovinos.   
Respecto al Ms2, inicialmente y a través de una infección experimental, 
se estableció una asociación entre el genotipo 175/175 (GT13/GT13) con la 
resistencia natural a la infección por B. abortus (Adams & Templeton 1998). 
Posteriormente, ese genotipo fue correlacionado, mediante ensayos de infección 
in vitro, con una mayor expresión del gen SLC11A1 y un mayor control de la 
replicación intracelular del microorganismo (Barthel  et al., 2001). Sin embargo, y 
en concordancia con los resultados mostrados en este capitulo, dos estudios 
posteriores que se llevaron a cabo para evaluar la asociación in vivo entre los 
polimorfismos de este marcador con la ausencia de infección por B. abortus no 
pudieron establecer una asociación significativa  (Kumar et al., 2005 y Paixao et 
al., 2007). Ambos estudios se realizaron en bovinos Bos indicus y cruzas Bos 
taurus x Bos indicus, pero no en Bos taurus, como en este caso. Kumar et al. 
(2005) encontraron que todos los bovinos incluidos en el estudio (infectados y 
no-infectados), presentaban el mismo genotipo (GT13/GT13 o 175/175, 
originalmente señalado como el “genotipo R”). Más tarde, Paixao et al. (2007) 
observaron una frecuencia alta y similar del mismo genotipo “R” tanto en el grupo 
casos (0.84) como en el grupo controles (0.86). Conjuntamente, los resultados 
de este capítulo y los de esos estudios previos, estarían indicando la falta de 
asociación entre los polimorfismos del Ms2 del gen SLC11A1 y la ausencia de 
infección natural por Brucella abortus en bovinos Bos taurus, Bos indicus y en 
cruzas Bos taurus X Bos indicus. 
Respecto a tuberculosis, Barthel et al. (2000), a diferencia de lo 
presentado en este capítulo, consideraron como infectados a aquellos bovinos 
con presencia de lesiones compatibles con tuberculosis (granulomas) y/o con el 
aislamiento del agente; sin embargo, y en coincidencia con nuestros resultados, 
tampoco encontraron asociación entre las variantes del Ms2 de la región 3´ UTR 
del gen SLC11A1 bovino con la presencia o ausencia de infección por M. bovis. 
En contraposición, un estudio más reciente en el ganado cebu africano, 
(evaluando la positividad o negatividad a la infección según la respuesta a la 
prueba PPD, la presencia de lesiones compatibles con tuberculosis, el 
aislamiento del agente y/o la predicción por un modelo bayesiano) asoció la 
presencia combinada de los alelos 159 (GT12 – Ms1) y 175 (GT13 – Ms2) en 
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estado de homocigosis con el carácter de R a la infección por M. bovis 
(Kadarmideen et al., 2011). 
En este trabajo, para el Ms2 se detectó el genotipo 175/175 con una 
frecuencia > 0,95 tanto en los rodeos Bos taurus con alta prevalencia a 
brucelosis como en los rodeos con casos registrados de tuberculosis. Este 
resultado, junto con los obtenidos previamente en el capítulo 1 y coincidente con 
lo reportado en la bibliografía (González et al., 2006; Paixao et al., 2006; 
Martinez et al., 2008a y 2010), confirma que el microsatélite 2 es un locus con 
bajo polimorfismo en el ganado de la especie Bos taurus. La escasa variabilidad 
de este marcador en esta especie condujo a que haya una minoría agrupada 
como “genéticamente S” y fue una de las causas que influyo para que al analizar 
la asociación entre los polimorfismos del Ms2 en la región 3’ UTR del gen 
SLC11A1 con la ausencia de infección natural por Brucella abortus y 
Mycobacterium bovis no se detectaran diferencias significativas (p>0,05). 
Aunque los resultados obtenidos indiquen una falta de asociación 
estadísticamente significativa entre ambos microsatélites de la región 3´ UTR del 
gen SLC11A1 con la ausencia de infección natural por Brucella abortus y 
Mycobacterium bovis en ganado Bos taurus de la región pampeana de 
Argentina, no necesariamente implica que el gen SLC11A1 no juegue un rol 
importante en la modulación y control de la respuesta inmune innata a patógenos 
bacterianos intracelulares. Sin lugar a dudas, se necesitan futuros estudios que 
esclarezcan la regulación del gen SLC11A1 tras la infección bacteriana 
intracelular y evidencien la interacción de la expresión del gen con la efectividad 
de la respuesta inmune del hospedador. 
Por otro lado, es importante destacar que el resultado de una infección 
puede ser influenciado por varios factores, como ser variables ambientales, 
variables propias del patógeno y factores del hospedador. Los factores 
ambientales incluyen el manejo y la alimentación de los rodeos, las variables del 
patógeno generalmente implican concentración, vía de ingreso y factores de 
virulencia que determinan la patogenicidad del mismo. Los factores del 
hospedador involucra la dotación genética del organismo, estado inmunitario e 
incluye la susceptibilidad propia de la raza y la especie bovina. Aunque en este 
estudio no se encontraron diferencias, se sabe que las razas con propósitos 
distintos experimentan una exposición diferente al patógeno. Por ejemplo, en las 
razas lecheras a diferencia de las cárnicas hay mayor hacinamiento y posibilidad 
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de contagio entre los animales debido a las condiciones propias de manejo en el 
tambo (encierro en corrales de ordeñe dos veces al día).  
Las diferencias en los diseños y desarrollos de los ensayos, y en los 
protocolos de fenotipificación entre los distintos grupos de investigación pueden 
explicar también las discrepancias encontradas en la asociación o no de los 
polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 bovino con la resistencia a 
patógenos bacterianos intracelulares. Las diferencias en la fenotipificación se 
basan en los criterios de clasificación de los animales como infectados o no-
infectados según la posibilidad de contar con registros de signos clínicos y 
lesiones compatibles con las infecciones estudiadas (especialmente abortos y 
granulomas, para brucelosis y tuberculosis, respectivamente) y el aislamiento del 
patógeno en el rodeo.  Es relevante la homogeneidad entre casos y controles, 
ambos grupos deben ser similares en edad y haber compartido el mismo 
ambiente, con iguales condiciones de alimentación y manejo. En los estudios 
casos-controles es muy importante asegurarse que los animales clasificados 
como controles hayan tenido la misma (o mayor) chance de exposición al 
patógeno que los casos, y el grupo control debe haber formado parte del rodeo 
infectado por tiempo suficiente, entonces probablemente ambos grupos hayan 
estado igualmente expuestos al patógeno (Allen et al., 2010). Sin embargo, no 
es posible asegurar que todos los animales tuvieron la misma chance de 
contacto con la misma dosis del patógeno; ya que existe la posibilidad que 
alguna proporción de los animales controles deriven de animales susceptibles, 
pero no expuestos al patógeno (Driscoll et al., 2011). Por otro lado, además, 
siempre es posible que algunos animales potencialmente controles pudieran en 
realidad estar infectados, a pesar de dar resultados a las pruebas diagnósticas 
falsos-negativos, y que sólo puedan llegar a detectarse la positividad por medio 
de lesiones en el momento de la faena (Allen et al., 2010). El seguimiento post-
mortem de los animales incluidos en el estudio caso-control mejoraría la 
clasificación, pero raramente es posible en condiciones de estudios de 
asociación genética (Purdie et al., 2011). Además, no todos los animales 
clasificados como casos van a desarrollar la enfermedad, ya que tanto los test 
serológicos para diagnóstico de brucelosis como la prueba PPD para 
tuberculosis detectan infección, hayan o no los animales desarrollado la 
enfermedad; y estos animales positivos no necesariamente van a tener lesiones 
post-mortem compatibles con estas enfermedades, o no va a ser posible 
Resultados: Capítulo II 
 
60 
 
conseguir un aislamiento efectivo del microorganismo responsable (Driscoll et 
al., 2011). Otro factor a tener en cuenta es la existencia de diferencias en la 
resistencia natural a patógenos bacterianos intracelulares entre las distintas 
especies bovinas. El ganado Bos taurus es significativamente más susceptible a 
la tuberculosis bovina que el ganado Bos indicus, no solo la prevalencia a 
tuberculosis es mayor en B. taurus sino que también es mayor la respuesta a la 
prueba PPD y la severidad de las daños en los tejidos post mortem (Ameni et al., 
2007).  
Concluyendo, este estudio suma nuevas evidencias a aquellos que no 
encontraron asociación entre los polimorfismos de la porción 3’ UTR del gen 
SLC11A1 con la resistencia a la infección in vivo con B. abortus o M. bovis en 
bovinos. Para profundizar el estudio de asociación, en el próximo capítulo se 
planteó la evaluación del grado de asociación in vitro entre los polimorfismos de 
la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la capacidad natural de los fagocitos 
mononucleares de restringir el crecimiento intracelular de Brucella abortus. 
  
 
 
 
 
 
Capítulo III 
 
Evaluación del grado de asociación entre los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del 
gen SLC11A1 y otros parámetros con la capacidad natural 
de los fagocitos mononucleares bovinos de restringir el 
crecimiento intracelular de Brucella abortus 
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1. Breve introducción: 
 
En estudios previos se demostró que la resistencia natural a la infección 
por patógenos bacterianos intracelulares en los bovinos estaba influenciada por 
la capacidad de los macrófagos de contener la sobrevivencia intracelular (Price 
et al., 1990; Qureshi et al., 1996). Posteriormente esa resistencia natural se 
asoció a determinados polimorfismos de la región 3’ UTR del gen SLC11A1: 
159/159 para el Ms1 y 175/175 para el Ms2 (Barthel et al., 2001; Martinez et al., 
2008a y 2010). 
En el capítulo anterior, se estudió el grado de asociación entre los 
polimorfismos de la región 3’UTR del gen SLC11A1 con la ausencia o presencia 
(como indicadores de R o S  natural, respectivamente) de infección por Brucella 
abortus y Mycobacterium bovis en bovinos Bos taurus. El análisis no detectó 
asociación significativa (p>0,05) entre la ausencia o presencia de infección y los 
polimorfismos estudiados.   
Con el fin de complementar estos estudios de asociación, nos 
planteamos evaluar a través de un ensayo in vitro la relación entre los 
polimorfismos en la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la capacidad natural de 
los fagocitos mononucleares bovinos para restringir el crecimiento intracelular de 
B. abortus. 
 
1.1. Diseño del ensayo: 
 
Para cumplir con el objetivo planteado, se diseñó un ensayo, en el cual 
los bovinos a evaluar debían:  
(1) pertenecer a rodeos libres de brucelosis,  
(2) encontrarse a una distancia prudencial del laboratorio donde se 
procesarían las muestras (ya que luego de 4h de extraída la sangre, la viabilidad 
de los monocitos sanguíneos disminuye), y 
(3) presentar variabilidad genética en los microsatélites de la región 3´ 
UTR del gen SLC11A1, preferentemente genotipos homocigotas.  
Los dos primeros requisitos fueron sencillos de lograr ya que se 
detectaron en un radio de aproximadamente 100 km del laboratorio, numerosos 
rodeos de bovinos Bos taurus libres de brucelosis. Sin embargo, los resultados 
de la genotipificación de los microsatélites de la porción 3’ UTR del gen 
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SLC11A1 de los animales de los rodeos a los que tuvimos acceso (algunos de 
ellos toros en servicio, quienes transmiten un alelo a su descendencia), 
mostraron una escasísima variabilidad (Ms1= el 100% con genotipo 159/159; 
Ms2= 96% genotipo 175/175 y 4% genotipo heterocigota 175/177) haciendo 
inviable alcanzar el objetivo originalmente planteado.  
Los genotipos 159/159 para el Ms1 y el 175/175 para el Ms2, son los 
genotipos que previamente se han asociado al carácter de R a la infección con 
Brucella abortus (Adams & Templeton, 1998; Barthel et al., 2001; Martinez et al., 
2008a y 2010). Por lo tanto, la alta frecuencia de estos “genotipos R” en los 
bovinos Bos taurus, indicaría que la brucelosis debería ser esporádica, y no 
frecuente, como habitualmente sucede en esta especie (Lavaroni et al., 2004; 
Suárez et al., 2008; Aznar et al., 2015; Fort et al., 2015). Por el contrario, se 
observó que los macrófagos de Nelore (Bos indicus; mayor variabilidad genética 
en los microsatélites de la porción 3’ UTR de SLC11A1, y menor frecuencia de 
estos “genotipos R”) resultaron significativamente más eficientes en controlar el 
crecimiento intracelular de Brucella abortus que los macrófagos de Holando (Bos 
taurus) (Macedo et al., 2013). En conjunto, estos datos sumados a los 
presentados en el capitulo anterior, indicarían una falta de asociación entre los 
polimorfismos del gen SLC11A1 con la R natural a brucelosis en bovinos Bos 
taurus. 
Simultáneamente, un análisis detallado de las bibliografía consultada 
reveló que, en los estudios de asociación in vitro entre los polimorfismos de la 
región 3´ UTR del gen SLC11A1 con la R innata a la infección por Brucella 
abortus, no era considerada la influencia de variables como el sexo y la edad o 
madurez sexual de los animales evaluados, y era controversial la utilización de 
animales vacunados. Ante la inviabilidad de continuar con el objetivo original, el 
trabajo se enfocó en evaluar la influencia de ciertos parámetros (sexo, edad y 
vacunación con Brucella abortus S19) sobre la capacidad natural de los fagocitos 
mononucleares de restringir el crecimiento intracelular de B. abortus en bovinos 
Bos taurus portadores de un mismo genotipo (159/159 - 175/175) para la región 
3´ UTR del gen SLC11A1.  
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2. Objetivo específico: Evaluar la influencia de los parámetros sexo, edad y 
vacunación con Brucella abortus S19 sobre la capacidad natural de los fagocitos 
mononucleares para restringir el crecimiento intracelular de Brucella abortus en 
bovinos Bos taurus portadores del mismo genotipo para la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1. 
 
3. Materiales y Métodos: 
 
3.1. Población en estudio:  
 
Se trabajó con bovinos Bos taurus portadores de los genotipos 159/159 – 
175/175 (para los Ms1 y Ms2, respectivamente) de la región 3´ UTR del gen 
SLC11A1. Se trabajó sobre cuatro grupos bovinos= grupo A: terneras pre 
vacunación (n=8), grupo B: terneras pos vacunación(n=8), grupo C: hembras 
adultas vacunadas conforme a la legislación (n=10), y grupo D: machos adultos 
sin vacunar, castrados desde terneros (n=6). El término vacunación se refiere a 
la aplicación de la vacuna contra la brucelosis bovina (B. abortus S19) (SENASA, 
2002). Los animales del grupo A y B fueron los mismos animales. Las muestras 
del grupo A se tomaron a terneras entre 4 y 5 meses de edad, serológicamente 
negativas a brucelosis, las del grupo B, a terneras de entre 9 y 10 meses de 
edad, 2 meses pos-vacunación con anticuerpos detectables, y las muestras de 
los grupos C y D se tomaron de animales adultos, entre dos y tres años de edad, 
serológicamente negativos. 
 
3.2.  Purificación de monocitos sanguíneos:  
 
Se recolectaron 50 ml de sangre con anticoagulante ácido cítrico 
dextrosa, de la vena yugular de cada animal, la que se procesó para la obtención 
de macrófagos a partir de monocitos sanguíneos (macrófagos derivados de 
monocitos: MDMs) según la técnica descrita por Campbell & Adams (1992) con 
leves modificaciones.  
La sangre se centrifugó a 550xg por 30min para lograr la separación de la 
capa leucocitaria, la que se extrajo y resuspendió en igual volumen de solución 
salina tamponada con fosfato (PBS 1X) (150mM NaCl; 10mM Na2HPO4; 1,25mM 
NaH2PO4; pH 7,4). La suspensión se colocó cuidadosamente sobre Histopaque 
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1077 (Sigma-Aldrich) y se centrifugó a 400xg por 30min a temperatura ambiente, 
para lograr una mejor separación de las células mononucleares por gradiente de 
densidad. Luego de la centrifugación, se transfirió la interfase (células blancas) a 
un nuevo tubo, al cual se le agregó PBS1X hasta completar 30ml. Se centrifugó 
a 250xg por 10min a temperatura ambiente, se retiró el sobrenadante, y se 
repitió el procedimiento.  
El precipitado obtenido luego del segundo lavado con PBS 1X, se 
resuspendió en 10ml de medio RPMI 1640 completo (C-RPMI; medio RPMI 1640 
suplementado con 2mM L-glutamina, 1mM de aminoácidos no esenciales, 1mM 
piruvato de sodio y 2,9mM de bicarbonato de sodio al 7,5%) (Gibco Life 
Technologies, Grand Island, NY, Estados Unidos) suplementado con 4% de 
suero fetal bovino -SFB- (Internegocios S.A., Mercedes, Buenos Aires), 1X de la 
solución de antibióticos penicilina y estreptomicina (Gibco Life Technologies) y 
0,25μg/ml del antimicótico Fungizone -anfotericina B- (Gibco Life Technologies), 
y se traspasó a dos frascos de cultivo de 25cm2 -T25- (Jet Biofil)  llevándose a 
incubar a 37°C con 5% de CO2. 
A las 24h, se realizó un lavado suave de la monocapa celular, con el fin 
de descartar las células no adheridas, y se reemplazó el medio por C-RPMI 
suplementado con 12% de SFB, 1X de la solución de antibióticos y 0,25μg/ml del 
antimicótico. Esa misma composición del medio se utilizó para los posteriores 
recambios que se llevaron a cabo cada 72-96h hasta la maduración de los 
MDMs (10 días). 
 
3.3. Stock bacteriano:  
 
La cepa vacunal Brucella abortus S19 se reconstituyó según indicaciones 
del laboratorio (Instituto Rosenbusch S.A., CABA, Argentina), y una alícuota de 
100ul se inoculó sobre placas con medio Tripteina Soya Agar -TSA- (Britania, 
CABA, Argentina). Tras 4 días de incubación a 37°C, los cultivos se recogieron y 
resuspendieron homogéneamente en C-RPMI, conteniendo 15% de SFB y 15% 
de glicerol. La suspensión bacteriana se distribuyó en volúmenes de 1ml y se 
conservó a -70°C. La concentración del stock bacteriano (Unidades Formadoras 
de Colonias –UFC- / ml) se determinó retrospectivamente mediante plaqueo de 
diluciones seriadas.   
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3.4. Infección in vitro de los MDMs con Brucella abortus S19: 
  
Los MDMs se desafiaron con cultivos de Brucella abortus S19 siguiendo 
la técnica descrita  por Price et al. (1990) con leves modificaciones. 
Una vez madurado los MDMs, se transfirieron a placas de 96 pocillos. 
Para ello, se removió el medio de los frascos T25, se lavó con PBS 1X estéril, y 
se incubó por 15min con 1ml de solución tripsina- EDTA 1X (Sigma Aldrich) a 
37°C. Luego de dicha incubación, a cada frasco se le adicionaron 4ml de medio 
C-RPMI suplementado con 12% SFB (sin antibióticos ni antimicótico). Se 
recolectó el contenido de cada frasco y se centrifugó a 200xg por 10min a 
temperatura ambiente. Se retiró el sobrenadante, se resuspendió el precipitado 
celular en 1ml de medio C-RPMI suplementado con 12% de SFB y  tras un 
conteo celular en microscopio óptico (40X) en Cámara de Neubauer, se 
dispensaron 5x104 cel en cada pocillo de una placa de 96 pocillos, que se llevó a 
incubar a 37°C con 5% de CO2.  
 Al día siguiente, los MDMs fueron infectados con un cultivo de B. abortus 
S19, respetando un índice de infección (MOI) de 5:1 (bacteria: MDMs; 5x104 cel: 
2,5X105 bacterias). La placa se centrifugó a 200xg por 10min a temperatura 
ambiente, para facilitar la interacción entre MDMs y bacterias, y luego se incubó 
por 1h a 37°C con 5% de CO2. Pasado ese periodo, se descartó la solución 
bacteriana de cada pocillo, se agregaron 100μl de C-RPMI suplementado con el 
antibiótico gentamicina (Sigma Aldrich) en una concentración final de 50μg/ml 
para la eliminación de las bacterias extracelulares. Tras una hora de incubación 
a 37°C con 5% de CO2, los MDMs se lavaron 3 veces con PBS 1X estéril para la 
eliminación del antibiótico. El índice de infección a tiempo 0 (T0) se determinó 
lisando los cultivos con 100μl de Tween-20 0.5% (Sigma Aldrich) para permitir la 
liberación de las bacterias viables intracelulares, mientras que para medir el 
índice de infección a tiempo 24h (T24) se adicionó medio fresco C-RPMI  
suplementado con 12% FBS, para repetir el procedimiento de ruptura celular con 
Tween 20, veinticuatro horas más tarde. 
Para determinar el número de brucelas intracelulares, los lisados se 
diluyeron serialmente en base 10 en PBS 1X estéril y se plaquearon por 
duplicado en medio TSA. Tras una incubación de 4 días a 37ºC se determinó por 
conteo el número de UFC para cada unidad de tiempo: T0  y T24. 
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Cada ensayo se realizó por triplicado, y se evaluó la actividad del 
antibiótico por medio de la incubación del mismo con una suspensión de B. 
abortus y posterior plaqueo en medio TSA. Además, con el fin de chequear el 
crecimiento de la bacteria a T24, se incubó simultáneamente por 24h una 
suspensión bacteriana sin MDMs y se confirmó por plaqueo en medio TSA. 
 
3.5. Análisis estadístico: 
 
La supervivencia bacteriana intracelular se expresó como sobrevivencia 
bacteriana [(UFC de brucelas intracelulares a T24 / UFC de brucelas 
intracelulares a T0) x 100]. Se evaluó la presencia de datos atípicos (outliers) 
empleando el test de Grubbs con el programa GraphPad (on-lineversion: 
http://www.graphpad.com/quickcalcs/). La capacidad natural de los fagocitos 
mononucleares para restringir el crecimiento intracelular de Brucella abortus 
(definida por la supervivencia bacteriana intracelular) se comparó entre los 
grupos bovinos estudiados (terneras pre vacunación, terneras pos vacunación, 
hembras adultas vacunadas y machos adultos castrados no vacunados) a través 
del test no paramétrico Kruskal Wallis, utilizando el programa InfoStat (Rienzo et 
al., 2015). 
Los gráficos de los resultados de los ensayos de infección in vitro se 
realizaron con el programa Microsoft Excel (2007). 
 
4. Resultados:  
 
4.1. Evaluación de la capacidad brucelicida de los MDMs: 
 
Tras el desafío in vitro de los MDMs con cultivos de B. abortus S19, se 
determinaron las UFC/ml a T0 y a T24, y se transformaron a escala 
logarítmica (Tabla N° 17). Posteriormente, se determinó la sobrevivencia 
bacteriana intracelular [(T24/T0) x 100] en los cuatro grupos bovinos analizados 
(Tabla N° 17).  
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Tabla N° 17: Evaluación de la capacidad  bactericida de las células fagocíticas de bovinos de distintos grupos 
portadores del mismo genotipo para la región 3´ UTR del gen SLC11A1, tras desafíos in vitro con Brucella 
abortus S19. Resultados Log T0 (0h), Log T24 (24h pos infección) y [(T24/T0) X 100] -porcentaje de 
sobrevivencia bacteriana intracelular- 
 
 
Con el fin de determinar la influencia del sexo, la edad y la vacunación 
con Brucella abortus S19 sobre la capacidad natural de los macrófagos para 
restringir el crecimiento intracelular de B. abortus, se analizaron los diferentes 
grupos bovinos a través del test no paramétrico Kruskal Wallis. Al evaluar T0, se 
observó que las hembras adultas vacunadas presentaron la menor cantidad de 
bacterias asociadas a sus células (adheridas o fagocitadas). Esta diferencia fue 
significativa al compararla con las terneras pre vacunación (p=0,001), y con las 
terneras pos vacunación (p=0,010), pero no presentó diferencias con los machos 
adultos no vacunados (p=0,067) (Fig. N° 14). 
Respecto a T24, el análisis de la multiplicación bacteriana intracelular 
luego de 24h pos infección mostró que los machos adultos no vacunados fueron 
los que menor crecimiento bacteriano presentaron en esa unidad de tiempo, 
significativamente diferente a las terneras pre vacunación (p=0,003) y a las 
hembras adultas vacunadas (p=0,024), pero no a las terneras pos vacunación 
(p=0,250) (Fig. N° 15). 
Por último, el porcentaje de sobrevivencia bacteriana intracelular 
[(T24/T0) x 100] indicó que las hembras adultas tuvieron la menor habilidad para 
controlar la supervivencia de Brucella abortus, significativamente diferente a los 
machos adultos no vacunados (p=0,001) y a las terneras pos vacunación 
(p=0,004), pero no a las terneras pre vacunación (p=0,067) (Fig. N° 16). 
 
Bovinos Bos taurus con el mismo genotipo (159/159 -  175/175) para la región 3´ UTR del gen SLC11A1 
GRUPOS 
Log [T0 (UFC/ml)] Log [T24 (UFC/ml)] [(T24/T0) X 100] 
MEDIA DE MEDIA DE MEDIA DE 
Terneras pre 
vacunación 
3,48 0,38 4,28 0,21 923,06 791,50 
Terneras pos 
vacunación 
3,36 0,26 3,87 0,42 561,11 510,19 
Hembras adultas 
vacunadas 
2,78 0,36 4,06 0,62 2525,33 1750,01 
Machos adultos 
no vacunados 
3,21 0,38 3,57 0,30 251,82 117,24 
UFC: Unidades Formadoras de Colonia 
DE: Desviación Estándar 
Resultados: Capítulo III 
 
69 
 
Fig. N° 14: Log Unidades Formadoras de Colonia (UFC) intracelulares a T0 -0h- tras la infección in vitro con 
Brucella abortus S19 en macrófagos bovinos Bos taurus de distintos grupos portadores del mismo genotipo 
para la región 3´ UTR del gen SLC11A1.  Las columnas y barras de error indican la media y la desviación 
estándar, respectivamente (* significativo, ** muy significativo). 
 
 
 
Fig. N° 15: Log Unidades Formadoras de Colonia (UFC) intracelulares a T24 -24h- tras la infección in vitro con 
Brucella abortus S19 en macrófagos bovinos Bos taurus de distintos grupos portadores del mismo genotipo 
para la región 3´ UTR del gen SLC11A1.  Las columnas y barras de error indican la media y la desviación 
estándar, respectivamente (* significativo, ** muy significativo). 
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Fig. N° 16: Porcentaje de sobrevivencia bacteriana intracelular, expresado como la relación entre la media de 
bacterias intracelulares a 24h pos infección sobre la media de bacterias intracelulares a T0h multiplicado por 
100  [(T24/T0) x 100], tras la infección in vitro con Brucella abortus S19 en macrófagos bovinos Bos taurus de 
distintos grupos portadores del mismo genotipo para la región 3´ UTR del gen SLC11A1. Las columnas y 
barras de error indican la media y la desviación estándar, respectivamente (** muy significativo). 
 
 
 
En todos los ensayos, el control de crecimiento de Brucella abortus S19 a 
T24 mostró un incremento mayor a un logaritmo comparado con el inoculo 
original (T0), y el control de crecimiento de brucelas luego de la incubación con 
el antibiótico se redujo a cero.  
 
5. Discusión y conclusiones:  
 
Los estudios de asociación genética generalmente cuentan con una 
primera aproximación basada en estudios de casos-controles en condiciones de 
infecciones naturales, seguida de estudios de infección in vitro bajo condiciones 
controladas en el laboratorio. En el segundo capítulo de esta tesis se llevó a 
cabo un estudio de casos-controles en rodeos con infección natural por 
brucelosis o tuberculosis, sin encontrar asociación significativa entre la ausencia 
de enfermedad con los polimorfismos de los microsatélites de la región 3´ UTR 
del gen SLC11A1. Con el fin de profundizar estos estudios se planteó evaluar el 
grado de asociación a través de un ensayo in vitro.  
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Lamentablemente, la homogeneidad genotípica encontrada en los rodeos 
Bos taurus evaluados (la gran mayoría de los animales presentaban los 
genotipos 159/159 -Ms1, 100%- y 175/175 -Ms2, 96%-), impidió seleccionar 
animales portadores de distintos polimorfismos para la región 3’ UTR del gen 
SLC11A1 y poder comparar la capacidad natural de sus fagocitos 
mononucleares para restringir el crecimiento intracelular de B. abortus. Sin 
embargo, la alta frecuencia de estos “genotipos R” (genotipos previamente 
asociados con la R) para la región 3´ UTR del gen SLC11A1 en Bos taurus y la  
presencia habitual de brucelosis en esta especie, sugerirían que los 
polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 no estarían asociados con 
el carácter de R natural a patógenos bacterianos intracelulares. 
Como alternativa para cumplir con el objetivo planteado (esto es evaluar 
el grado de asociación entre los polimorfismos de los microsatélites de la porción 
3’UTR del gen SLC11A1 con la capacidad natural de los MDMs para restringir el 
crecimiento intracelular de B. abortus) se consideró continuar el estudio con 
muestras de bovinos de la especie Bos indicus (Nelore, Brahman)  o de cruzas 
Bos taurus X Bos indicus (Brangus, Braford) dada la mayor variabilidad a nivel 
genético y alélico que estas presentan en los marcadores estudiados (capítulo I 
de la presente tesis, González et al., 2006; Paixao et al., 2006; Martinez et al., 
2008a). Contrariamente a lo deseado, no fue posible acceder a establecimientos 
próximos al laboratorio que criaran bovinos de esas razas. Estos animales se 
adaptan bien a climas tropicales o subtropicales; y particularmente en Argentina, 
se crían en la región del noreste (Formosa, Chaco, Corrientes, norte de Santa 
Fe), es decir, a gran distancia del laboratorio donde se procesaban las muestras 
(Hurlingham, Gran Buenos Aires).  
Al realizar un análisis detallado de los estudios previos, llevados a cabo 
para evaluar la asociación in vitro de los polimorfismos de la región 3´ UTR del 
gen SLC11A1 con la capacidad brucelicida de las células fagocíticas, se observó 
heterogeneidad respecto de los animales estudiados, y que se establecieron 
comparaciones sin considerar el sexo, la edad o la vacunación con Brucella 
abortus S19 (vacunados o no vacunados contra brucela). Como ejemplo, 
podemos mencionar que se evaluaron hembras bubalinas adultas sero-negativas 
a brucelosis, aunque pertenecientes a rodeos con alta prevalencia a la 
enfermedad (Boriello et al., 2006; Capparelli et al., 2007a, 2007b); o animales de 
rodeos bovinos libres a esta infección pero sin aclarar la edad ni el sexo de los 
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animales comparados (Martínez et al., 2008 y 2010). Respecto al estado de 
vacunación, algunos autores informan que trabajaron con animales no 
vacunados (Capparelli et al., 2007a; Martínez et al., 2010), mientras que otros no 
aclaran si los animales incluidos en el estudio estaban o no vacunados (Boriello 
et al., 2006; Capparelli et al. 2007b; Martínez et al., 2008a).  
Con el fin de evaluar la influencia de los parámetros sexo, edad y 
vacunación con Brucella abortus S19 sobre la capacidad bactericida natural de 
fagocitos mononucleares se trabajó con bovinos Bos taurus portadores del 
mismo genotipo (159/159-175/175) para la región 3´ UTR del gen SLC11A1, es 
decir se mantuvieron fijos los parámetro especie y genotipo. Los resultados de 
los ensayos de infección in vitro revelaron que la capacidad bacteriana difiere 
significativamente (p<0,05) entre los grupos bovinos y que los parámetros sexo y 
edad de los animales tendrían considerable influencia en la habilidad brucelicida 
de los MDMs. Es importante aclarar que en los ensayos de infección in vitro la 
variación encontrada intragrupos, y reflejada en los valores de desviación 
estándar, podría ser atribuible al backgound genético individual (Qureshi et al., 
1996; Martínez et al., 2008). De los grupos evaluados, las hembras adultas 
fueron las que presentaron el menor registro de bacterias asociadas a sus 
células (resultados T0), pero permitieron una mayor replicación bacteriana 
intracelular (T24). Por ende, mostraron la mayor sobrevivencia bacteriana 
intracelular [(T24/T0) x 100], es decir la menor capacidad de restricción del 
crecimiento bacteriano intracelular; resultando entonces las más susceptibles al 
desafío in vitro con Brucella abortus.  
La mayor susceptibilidad a brucelosis en los animales adultos es 
ampliamente aceptada en la bibliografía; de hecho, la brucelosis suele definirse 
como una enfermedad de animales sexualmente maduros. Se sabe que los 
animales jóvenes son poco susceptibles a la infección y que es muy raro 
observarla en menores de seis meses de edad. Si bien los bovinos muy jóvenes 
pueden infectarse por el consumo de leche y calostro contaminado, la infección 
en ellos suele focalizarse en los ganglios y resolverse, en la mayoría de los 
casos, espontáneamente (SENASA, 2012b). Los machos adultos evaluados se 
castraron desde terneros, por lo que no se consideran animales sexualmente 
maduros. Además, Brucella tiene afinidad por los tejidos de los órganos 
reproductivos, en consecuencia los mamíferos sexualmente maduros o en 
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estado de preñez son más susceptibles a la infección (Ministerio de Salud, 
2013).  
Respecto de la influencia del parámetro sexo, en este capítulo se 
encontró una diferencia significativa en la capacidad natural de los fagocitos 
mononucleares para restringir el crecimiento intracelular de Brucella abortus 
entre los machos adultos (no vacunados y castrados desde terneros) y las 
hembras adultas (vacunadas). Sin embargo, teniendo en cuenta que las 
hembras son sexualmente maduras y los machos inmaduros creemos que serian 
necesarios futuros estudios incluyendo machos adultos no castrados (y 
sexualmente maduros) para confirmar la influencia del sexo en la capacidad 
bactericida de los macrófagos bovinos. 
La R natural se ha definido clásicamente como la habilidad de un 
hospedador, sin exposición ni inmunización previa, para resistir la infección 
primaria; por este motivo se aconseja la utilización de animales no vacunados en 
los estudios de R natural (Adams & Schutta, 2010), pero hasta el momento 
ningún estudio avala ese concepto. Aquí se evaluó la capacidad de restricción 
del crecimiento intracelular de B. abortus usando fagocitos de los mismos 
animales pre y pos vacunación anti-brucela. Los resultados de los ensayos in 
vitro mostraron que no hubo diferencias significativas (p>0,05) en la 
sobrevivencia bacteriana intracelular entre las terneras pre y pos vacunación. 
Esto  indicaría que la vacunación no influenciaría los resultados de estudios in 
vitro sobre la capacidad brucelicida de los MDMs de bovinos Bos taurus. Sin 
embargo, si el grupo vacunado estuviera formado por las hembras adultas 
vacunadas y el grupo no vacunado por los machos adultos no vacunados, se 
observarían diferencias significativas en la capacidad de restricción del 
crecimiento intracelular de B. abortus, pero posiblemente en esta última 
comparación estén influyendo los parámetros sexo y madurez sexual (hembras 
sexualmente maduras vs. machos inmaduros). Futuros estudios utilizando 
grupos de animales homogéneos (especialmente hembras adultas vacunadas 
vs. hembras adultas sin vacunar) permitirán definir si la vacunación previa con 
Brucella abortus S19 influye en la determinación in vitro de la capacidad de 
restricción del crecimiento intracelular de B. abortus. 
Es relevante destacar que los estudios que evaluaron la asociación entre 
los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 con la capacidad  
natural de los macrófagos de restringir el crecimiento intracelular bacteriano 
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fueron llevados a cabo únicamente en el modelo brucelosis. Sin embargo, sería 
interesante evaluar la influencia de esos parámetros sobre la restricción del 
crecimiento intracelular de otros patógenos, especialmente Mycobacterium bovis. 
Un estudio previo encontró una alta correlación (0,982) entre el porcentaje de 
sobrevivencia bacteriana tras una infección in vitro con Brucella abortus y el 
porcentaje de sobrevivencia bacteriana luego de un desafío in vitro con 
Mycobacterium bovis (Qureshi et al., 1996).  
Los resultados de este capítulo sugieren que en posteriores diseños de 
estudios que usen modelos de infección in vitro como indicadores de R innata, 
debe considerarse el sexo y la madurez sexual o edad como variables a tener en 
cuenta para medir la capacidad brucelicida de los MDMs. 
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La resistencia (R) a infecciones bacterianas tiene componentes de la 
respuesta inmune innata y de la adaptativa. Dentro de la respuesta innata, el gen 
SLC11A1 ha sido extensamente considerado como el mejor candidato en 
estudios de resistencia natural a infecciones por patógenos intracelulares. 
Los resultados de este trabajo tienden a señalar la falta de asociación 
entre los polimorfismos de la región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la R a patógenos 
bacterianos intracelulares en bovinos; sin embargo, esto no necesariamente 
implica la ausencia de participación del gen SLC11A1 en la modulación de la 
respuesta inmune innata. Se precisan futuras investigaciones que estudien la 
regulación del gen y su relación con la efectividad de la respuesta inmune del 
hospedador, para esclarecer el rol del gen SLC11A1 tras una infección 
bacteriana intracelular. 
Por otro lado, sería interesante considerar los polimorfismos de un sólo 
nucleótido (SNPs) que han sido detectados en la secuencia del gen SLC11A1 en 
diversas razas bovinas (Ables et al., 2002; Coussens et al., 2004; Martinez et al., 
2008b; Ruiz-Larrañaga et al., 2010; Prakash et al., 2014). De estos, el SNP del 
exón 10 (7325G/A, denominado SNP4) ha sido asociado en bovinos con el 
fenotipo de R in vitro a brucelosis (Martinez et al., 2010), el SNP del exón 11 
(7401C/G, denominado +1066C/G) con la presencia de brucelosis bovina bajo 
infección natural o in vivo (Prakash et al., 2014); y los SNPs del exón 11 (1067C 
> G) y del intrón 11 (1157A>T) con susceptibilidad in vivo a paratuberculosis 
(Ruiz-Larrañaga et al., 2010). Quizás, si otros polimorfismos del gen SLC11A1 
bovino fueran caracterizados y estudiados, inclusive si se validarán las 
asociaciones encontradas, sería posible establecer una asociación significativa 
entre estos y el fenotipo de R a patógenos bacterianos intracelulares.  
El carácter de R o S natural es multigénico y aún no han sido claramente 
definidos todos los genes que codifican y regulan este carácter (Adams & 
Schutta, 2010). Además del gen SLC11A1, otros genes que modulan la 
respuesta inmune innata a infecciones bacterianas han sido estudiados y se han 
asociado ciertas variantes alélicas al carácter de resistencia a diversos 
patógenos. Diversos estudios han evaluado polimorfismos en los genes que 
codifican para citoquinas y para receptores de membranas en las células del 
hospedador, como TLR1 (Receptores tipo Toll), TLR4, TLR9, IFNG (Interferón 
Gamma), MBL (Lectina de Unión a Manosa), MHC (Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad), LYZ (Lisozima) y LIF (Factor de Inhibición de la Leucemia). 
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De ellos, los polimorfismos del gen TLR1 se han asociados significativamente 
con la infección in vivo a tuberculosis bovina (Sun et al., 2012) y variantes de los 
genes TLR1 y TLR4 con la presencia de brucelosis en bovinos (Prakash et al., 
2014). Los polimorfismos del gen MBL se han asociado a la R natural a la 
infección causada por Brucella abortus en búfalos (Capparelli et al., 2008); las 
variantes del gen IFNg con la infección in vivo a paratuberculosis en bovinos 
(Pinedo et al., 2009); y los polimorfismos de los genes MHC, LYZ y LIF se han 
asociado al estado de enfermedad severa o S a paratuberculosis en ovejas 
(Reddacliff et al., 2005). Si estos estudios se profundizaran y las asociaciones 
encontradas fueran corroboradas, e inclusive si otras variantes de genes que 
modulan la respuesta inmune innata a patógenos bacterianos se identificaran, 
sería posible determinar marcadores moleculares asociados significativamente al 
fenotipo de R a infecciones bacterianas intracelulares. 
Sin lugar a dudas, además de la estrategia de genes candidatos, sería 
muy valioso el estudio de todo el genoma (GWAS) para poder determinar 
regiones cromosómicas /haplotipos/ variantes alélicas asociados a la resistencia 
o susceptibilidad innata a las infecciones por patógenos bacterianos 
intracelulares. 
La posibilidad de identificar, caracterizar y asociar robustamente 
polimorfismos de genes que participan en la inmunidad innata con la resistencia 
genética a infecciones bacterianas, permitiría realizar Selección Asistida por 
Marcadores Moleculares, para incrementar la frecuencia de los alelos favorables 
y disminuir paulatinamente la prevalencia de las infecciones bacterianas que 
afectan al ganado y repercuten en la salud pública. La selección para la 
resistencia innata serviría como una estrategia aditiva y complementaria a las 
medidas actuales (vacunación, higiene, control regulatorio, y buenas prácticas de 
manejo) y contribuiría en los programas de control y erradicación de las 
infecciones bacterianas intracelulares que afectan a los bovinos. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones generales 
Conclusiones generales 
 
79 
 
En este trabajo se estudió la frecuencia de distribución de los 
polimorfismos en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen SLC11A1 bovino 
y se evaluó el grado de asociación de estos polimorfismos con la resistencia 
natural a la infección por Brucella abortus y Mycobacterium bovis.  
En el primer capítulo se describió la frecuencia de distribución de los 
polimorfismos en la región 3’ UTR del gen SLC11A1 en bovinos de las especies 
Bos taurus, Bos indicus y de las razas cruzas de ambas Bos taurus X Bos 
indicus, detectándose una diferencia muy significativa entre las especies bovinas 
y entre las razas índicas, las razas cruzas y las europeas. Coincidentemente, 
para ambos microsatélites, Bos taurus presentó los haplotipos, y genotipos más 
homogéneos; mientras que Bos indicus los más heterogéneos. Las razas cruzas 
presentaron variabilidad intermedia. Como aporte original, se detectaron dos 
nuevos alelos para el Ms1 (alelos 161 y 163), y nuevas variantes para el Ms2 en 
la raza Holando (alelo 177). 
En el capítulo 2 se procedió a evaluar el grado de asociación entre los 
polimorfismos encontrados en los microsatélites de la región 3’ UTR del gen 
estudiado con la ausencia o presencia de infección natural por Brucella abortus o 
Mycobacterium bovis en bovinos Bos taurus. El análisis de asociación no detectó 
diferencias significativas entre las variantes del Ms1 ni del Ms2 y la presencia o 
ausencia de brucelosis o tuberculosis. 
En el último capítulo, con el objeto de complementar los estudios de 
asociación, se planteó originalmente evaluar a través de un ensayo in vitro la 
relación entre los polimorfismos en la región 3’ UTR del gen SLC11A1 con la 
capacidad natural de los fagocitos mononucleares bovinos de restringir el 
crecimiento intracelular de B. abortus. Sin embargo, en los rodeos libres de 
brucelosis y tuberculosis, la especie Bos taurus presentó escasísima variabilidad 
para ambos microsatélites de la región 3´ UTR del gen SLC11A1: la gran 
mayoría de los animales portaban los genotipos 159/159 – 175/175 (para el Ms1 
y el Ms2, respectivamente). Ante la imposibilidad de continuar con el objetivo 
original, el trabajo se enfocó en evaluar la influencia de otros parámetros (sexo, 
edad y vacunación con Brucella abortus S19) sobre la capacidad brucelicida 
natural de los fagocitos mononucleares en bovinos Bos taurus portadores de un 
mismo genotipo (159/159 - 175/175) para la región 3´ UTR del gen SLC11A1, a 
través de desafíos in vitro. Los resultados obtenidos indicaron que las hembras 
adultas presentaron la menor capacidad de restringir el crecimiento intracelular 
Conclusiones generales 
 
80 
 
de Brucella abortus, resultando las más susceptibles al desafío in vitro con este 
patógeno. Los resultados de ese capítulo sugieren que parámetros como el sexo 
y la madurez sexual, deberían ser tenidos en cuenta en posteriores diseños de 
ensayos de infección in vitro con patógenos bacterianos intracelulares. 
Concluyendo, los resultados presentados en esta tesis tienden a señalar 
la ausencia de asociación entre los polimorfismos en los microstélites de la 
región 3´ UTR del gen SLC11A1 y la resistencia a patógenos bacterianos 
intracelulares en bovinos Bos taurus.  
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